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CAXETAK

MHuUKpomIacCTUKa M HAaHOIUTACTHKA 3HaYajHO JONPUHOCE 3aral)ery )KUBOTHE CpeluHe. JoIll yBeK
HHUje JIOBOJbHO MO3HaTo KakaB je ytuiaj MP/NP Ha dyHkiujy henuja, kao u Ha 3apaBibe
KUBOTHEA M JbyJU. Y OBOM HCTPKMBAY j€ IMOKAa3aHO Ja HAaKOH OpAIHOT YHOIICHA,
diryopectieHTHO obeniexeHe moauctupercke (enri. polystyrene, PS) mukpodectuiie (eHII.
microparticles, MP) wu nanouectuiue (euri. nanoparticles, NP) mposa3e kpo3 aurecTHBHU
CHCTEM MHUINA, aKyMyJIHpajy C€ M arperupajy y pa3IiuuTUM TKUBAMA M H3a3UBajy
¢dbyHkunonanHe npomene y henujama u oprannma. Kopumrheme xoxieapHOT eKCIUTaHTa Kao
HOBOT N Vitro mojena, ucriutana je uatepakiuja PS-MP/NP ca henujama yHyTpatimer yxa y
KOME CY JIETEKTOBaHU arperatu u xerepoarperatu PS yectunia. PS-MP/NP cy ce akymynupane
y MHTEPCTULMJYMY TECTHCa TPETUPAHMX >KMBOTHHA, OKO CeMUHHU(pEpHHX TyOyja, IITO je
Y3pOKOBAJIO CTATUCTHYKMA 3HAYAjHO CMambEHhe KOHIICHTpPAIMje TECTOCTEPOHA Y CEepyMy.
CruteHOIMTH TPETUPAaHUX MyXkjaka cy moBehano cekperoBamm IL-12p35 u IL-23, mok cy
TECTOBU ITUTOTOKCUYHOCTU U T€HOTOKCUYHOCTH YKA3MBAIM HA CMameHy BUjaOMIHOCT henuja
u nosehano omrehewe JIHK y hemujama cnesune. Kon myxjaka je 3abenekeH aHKCHOTEHU
oaroBop HakoH mnpumene PS-MP/NP, mok je y y3opimMa TKHBa XHIIOKaMITyca TPETHPAHHX
KeHKHM jerektoBaHa moBehana ekcnpecujy Bax u NIrp3 rema, mro ykasyje Ha mpo-
armonTOTUYKH U npouH(uamatopuu ytuinaj PS-MP/NP. Jenan ox 3akibydaka oBe JucepTaiuje
je na edextu PS-MP/NP 3aBuce on mosa opraHu3Ma KOjU je U3JI0KEH BUXOBOM JICIOBamY,
IITO OTBapa Bpata Oyayhum ncTpaxuBama y by CIpevaBama MTeTHUX edekara PS uectuma
Ha 3/IpaBJbe JbYIH.

KibyuHe peun

MOJINCTUPEH, MUKPOIJIACTHKA, HAHOIUIACTUKA, MUILIEBH, aKyMYyJIalija, MOHAIIakhe



ABSTRACT

Commercially manufactured or generated through environmental degradation, microplastics
(MPs) and nanoplastics (NPs) considerably contribute to environmental pollution. There is a
knowledge gap in how exposure to MPs/NPs changes cellular function and affects animal and
human health. Here, we demonstrate that after oral uptake, fluorescent polystyrene (PS)
nanoparticles pass through the mouse digestive system, accumulate and aggregate in different
organs, and induce functional changes in cells and organs. Using cochlear explant as a novel in
vitro system, we confirmed the consequences of PS-MP/NP interaction with inner ear cells by
detecting aggregates and hetero-aggregates of PS particles in hair cells. The testes of treated
males accumulated MPs/NPs in the interstitial compartment surrounding the seminiferous
tubules, which was associated with a statistically significant decrease in testosterone levels.
Male mice showed increased secretion of interleukins (IL-12p35 and IL-23) by splenocytes
while cyto- and genotoxicity tests indicated impaired cell viability and increased DNA damage
in spleen tissue. Males also showed a broad range of anxiogenic responses to PS nanoparticles
while hippocampal samples from treated females showed an increased expression of Bax and
NIrp3 genes, indicating a pro-apoptotic/proinflammatory effect of PS treatment. Taken
together, induced PS effects are also gender-dependent, and therefore, strongly motivate future
research to mitigate the deleterious effects of nanosized plastic particles.

Keywords

Polystyrene; microplastics; nanoplastics; mice; accumulation; behavior.
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1. YBOJA

3HavyajHo ToBehame KOJMMYMHE OTHAJHE IUIACTUKE Koja JONPUHOCH 3araljemy >KHBOTHE
cpeaune je cee Behu riiobannu mpobiieM 1 n3a3uBa 3a0pUHYTOCT 3a 37paBibe Jbyau (1). Ako ce
aKTyeITHU TPEH]| MPOHU3BOME U SIMMUHAIM]e oTnaaa HactaBu, oko 12 000 MT mmactudHOor
ornana he outu Ha nenoHujama win y npupoau 1o 2050. rogune (2) (Purypa 1). Exomnomiku
YTHIIa] WHIYCTPUJCKH Tpom3BeneHe (IpuMapHa IUIACTHKA) WM TUTACTHKE MHUKPOMETapCcKe
(enr. microparticles, MP; omcer Benmuunne 0,001-5 mm) u HaHOMeTapcKe BeTUYMHE (CHIJL.
nanoparticles, NP; mpeunnk <100 nm) Hactajie aerpaganyjoM TOJ yTUIAjeM OHOJOIIKUX,
GU3MUKUX WK XeMHjCKHuX (akTopa (CeKyHIapHa IIaCTHKA) MOCIeImbux roauHa pacte (3, 4,
5).

oTnAA oA
AMBATAXE
3A XPAHY

JINYHA 3ALITUTHA
OMPEMA

\ NPOMEHA
] NOHALUAHA
J MOTPOLUAYA

OTNAA oA
MEQULVHCKE
AMBATAXE

JEOHOKPATHE
MNACTUYHE
KECE

MAHUYHA
KYMNOBUHA

®urypa 1. AKTyeJHH TPeH NPOM3BOALE H eJIMMHHALU]je IVIACTUHKE.

Jenna on Hajuemrhe kopumheHMX BpCTa IUIACTUKE Ca YKYIMHOM CBETCKOM IMPOHM3BOAROM OJ
15,61 MT y 2019. roaunu je momuctuped (enri. polystyrene, PS), cunTeTHukd mOIHMED
crupena (2, 6). MHore ctyauje cy mokasaie aa PS Moxke MMaTH 3Ha4ajaH HEraTUBaH yTHUIA] HA
CIIATKOBOAHM ekocucTteM. MH¢mnamanuja npesa, omreheme jeTpe U HEYPOTOKCHUYHOCT KOJ
MOpPCKHX OpraHuzama y3pokoBaHu cy arperanujom PS-MP/NP vy TkuBuUMa XHBOTHHA U
HapylllaBamkeM PaBHOTEKE aHTHOKCHIATUBHOT cucteMa (7,8,9). Mako cy racTpOMHTECTHHAIHA
TPakKT, IIKPre ¥ MO3aK rJIaBHO MecTo akymynanuje PS-MP/NP, BennunHa yecTriia 3Ha4ajHO
yTH4e Ha aKyMyJlalujy 1 OMoIucTpuOylMjy YecTulla y 11eJ0M Tely Kao U Ha OMOKUHETUKY Y
TKUBHMa BojieHuX kuBotHma (10). IlltaBuire, yecTuile MIACTHKE U3 BOJCHE CPEIHHE MOTY
70hM 10 KOMHEHUX KUBOTHH-A KPO3 JIaHAIl UICXPaHEe U UMATH HeraTHBaH YTHIIA] HAa ONCTaHAK
oBux opranmzama (11) (®durypa 2). TpeHyTHa HCTpakMBamba OMOTOKCHYHOCTH PS Ha
KOITHEHUM CHCapUMa Cy PeJIaTUBHO OrpaHMYeHa M yIJaBHOM Cy (okycupaHa Ha omtehema
murectuBHOr cucrtema (12). Opamuau yHoc PS-MP/NP mema cactaB 1jpeBHe MuKpodiope

1



n3a3uBajyhu mepokcuaalujy Junuaa, Meradoanuke mopemehaje kox muiiesa (12,13) u ckok
CHCTEeMCKUX Onomapkepa HeypoTokcuuHoctu (13).
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®urypa 2. 3araljer-e MUKPO- M HAHOIJIACTHKOM (KopuroBaHo nmpema: Front Mar Sci.
(2018);5:22p).

MelhyTuMm, KoTMYHHA YHOIIICHA ITyTEM XpaHe, CTENIeH aKyMyJallije U TpaHCJIOKaIlfje Y OpTaHe,
Moryhyn HauMHM TpaHcmopTa y henvje M €BeHTYyalHO M3a3MBambe OOJIECTH JOII YBEK HHCY
WCIIUTaHHW. 3aTO je IUJb OBE CTyJAWje OMO Ja ce HWCIUTa TMEeHETpaluja, TUCTPUOylnHja u
aKyMyJiaidja per 0S npuMemneHux (iryopectentHo obenexkenux PS-MP/NP y opranuma muiiia,
Kao u y in Vitro tpetupanum henrjama u 3D KyaTypaMa HeOHATATHUX KOXJICAPHUX €KCIIJIaHaTa.
OBa nucepTanyja TMpyka HOBa 3Hama O OWOJIONIKAM IIOCJEAMIIaMa JUPEKTHOT H3Jarama
opranusma Buier tpoduukor HuBoa PS-MP/NP, u Thme omoryhaBa 6oJbe pasymeBambe
yrunaja PS-MP/NP  Ha 31paBibe Jbyiu.

1.1. XEMUJCKA CTPYKTYPA U BUOPA3TI'PA/IIbA IIOJIMCTUPEHA

[Inactuka oOyxBaTa TIpyny jeIUECHA BEIMKE MOJEKYJICKe Mace u3rpaheHux of
MOJIMMEPU30BaHUX MOHOMEpa y3 JojaTak IacTudukaTopa, crabuin3aropa, MUIrMeHaTa U
apyrux agutua (6). Hajuenrhe kopuirheHn CHHTETHYKY OPraHCKU MOJIMMEPH CY MOJIHUCTUPEH,
HOJNMEeTUIICH, TepedTanaT, nonunponuieH u nomuBuHuI xinopun (14). Mehy wuma, PS je
IUTAaCTHKA ca HajiuupoM ynorpeboM. PS Hacraje kao pesynraT moaumepusaluje CTHUpeHa
(®urypa 3), 10K ce CTUpeH N00Mja KaTAIUTHYKOM JEXHAPOreHu3aImjoM etuibensena (6)
Ocum Tora, PS ce nako xemujcku MoAM(UKyje U KOPUCTH 3a CHUHTETHCAHE YeCTHUIla
paznuunTx BeauunHa (6, 15).
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®durypa 3. XeMHjcKa CTPYKTYpa NOJUCTHPEHA.

[Tomrro je moBpiraa PS xuapodooOHa, Hajuenthe ce MoaudHKyjy mpoiiecoMm okcuaamnujom (16).
OcuM mTO Cce WOME JaKo MaHumynuie, PS je TepMoruiacTHuaH TOJIMMEp ca BEITHMKOM
u3apkspuBomihy koju ce jako ce 6oju (17), mTO OBaj Marepujall YMHU TOTOJHHUM 3a
kopurtherme 3a u3pany nadoparopujckor nocyha u mpubdopa 3a KynatuBanujy henuja (6). 36or
cBera HaBejieHOT, PS mMa mmpoky yrnoTpedy y MEIUIIMHHY IIPe CBeTa 3a U3Paay MEIUITTHCKIX
ypehaja, meTpujeBHx Mmocyia, MuIera, mocy/a 3a JeKoBe U Meaujyme 3a pact henuja (Tadeaa

1).

Tabesa 1. Ynorpeda moJimcTHPEeHAa y CBaAKOJHEBHOM KUBOTY

VY amaparuma

Opwxkuaepy, kmuMa ypehaju, mammHe 3a mpame Bellla, MUKPOTaJlacHe
nehHuIe, ycucuBavu, OJeHaepr

v
€JIEKTPOHUIIU

JlenoBu 3a TeneBU30Ope, TEIEKOMYHUKAIMOHU ypehaju, pauyHapu U apyra
UT onpema

VY uzonauuju

3ulI0BU 3rpajia U KpOBOBH, (QPIKUICPU U 3aMpP3UBAUM, HHIYCTPHU]CKE
XJIaJhayue

VY nakoBamy

CD u DVD kytyje, ambanaxka 3a XpaHy, KapTOHU 3a jaja, TalHE 3a
JEIHOKpATHY yIOTpeOy, TABUPH U I0JbE

V MenuinuHu

[Tocyne 3a kynrypy henuja u TkuBa, enpyBeTe, IETpUjeBe OCYIe, UIIETE,
y IjarHOCTUYKMM KOMIIOHEHTaMa, ambaliaxka 3a JeKOBe

V MenuiuHu

Kayexalate® (noctynan y Amepuiim)

VYKyInHa cBeTCKa Mpou3Bomka nonuctupena y 2016. ouna je 14.7 MT, a Epona u CeBepHa
Amepuka cy mnocie Kwune, Hajsehm mnpomsBohaum mommctupena (16,3% wu  17%)
(https://www.plasticsinsight.com/resin-intelligence/resin-prices/polystyrene/).
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Ocum Tora, PS ce KopucTH 3a TpPOHU3BOIIBY CTUPOIIOpA, MaTepujana KOjH C€ LIMPOKO
MpUMEmYje y MPOU3BOJKBU TakbHpa, TAIHA U II0Jha 32 jeTHOKpaTHY ymoTpedy. Takohe ce
yrnoTpeOsbaBa 3a CKIAIUINTCHE U MAaKOBAKE XpaHe M MpeXpaMOCHUX IPOU3BOJA, KA0 H 32
MPOU3BO/IbY WIpavyaka, KaHIelapujckor matepujana utia. (6,17). Kao pesyarar mimpoke
pacmipocTpameHOCTH U MacoBHe ymoTtpede, PS je Bogehu 3arahuBau xuBoTHE cpenuHe mehy
wiactuyauM  marepujanuma (18). Msuenahyjyhe, PS ce moxe Hahu kao Harpujym-PS-
cyndonar umu Kayexalate® (remepuuxu Kalexate u Kionex), nex koju ce npenucyje 3a 1euemme
XHUIEePKAJIEMUje, a KOPUCTH C€ U 3a JICUCH-C MeINjaTPHjCKUX MalljeHaTa u qojusba. Haxamocr,
HE MOCTOje CTY/AHje KOje ce OaBe TOKCMYHUM, KaHIIEPOTCHIUM U MyTareHeHUM e()eKTHMa OBOT
JIeKa, HUTH €BEHTYaJIHOM CMambeHby TJI0THOCTH Y30KOBaHE KOpHIThemeM Kayexalate®.

Behunna komeprmjanne miactuke, ykpydyjyhu PS, mHuje 6uopasrpagusa. Melhytum, ctupes,
KyMEH M e€THJIOEH30JI MOTY Ce OTKPHTH Y Ba3ayxy. AMepHyKa areHIifja 3a 3alTHTY )KHBOTHE
cpeamHe ojpenrna je BpearocT o 300 ppm (1000 mg/m?) crupena kao Hajsehy 103BOIBEHY Y
cny4ajy xpoHuuyHe uzioxkeHoctu (18). Uecrune PS mponaljeHe cy wak u y armochepu
TUIAHMHCKUX PETMOHA YIaJbeHHWX O] Benukux rpagoBa (19). Jlerpamauuja PS y mpupomu je
Moryha, anu camo y oapehenom creneny. M3narame BUCOKOj TemnepaTypu on npeko 330°C
JIOBOJIU IO TIOTITYHOT pacTBapama PS miactuke, mpy yeMy je MOHOMED CTUPEH TJIaBHU IPOIYKT
pasrpaame. MehyTuM, y )KUBOTHO] CpelMHM, TUTACTHYHH MPEIMETH CE HE MOTY PacTBOPHTH,
Beh ce Mory pasrpajJuTé Ha Mambe KoMajJe KOMOWHAIMJOM XEMHUJCKUX U (PU3MUYKUX Ipoleca
yKJbydyjyhu ¢oroaerpaganujy, OKCHAALHN]Y, XHAPOIUTHUKY JAerpajalijy U MEXaHUUKY
nesunrterpanujy. doroxerpaganuja ynaTpasbyOMYacTUM 3payveeM Y3pOKYyje€ pPaCKUIAmE
XEMHU]JCKUX BE€3a Y CHHTETUYKHUM MOJIMMEpPUMa, LITO 32 MOCIEAUIy UM CMabEhe MOJICKYJICKE
TEXHHE IOJIMMEPAa U CMABEHE HEroBe MEXaHWUKe uBpcTohe, a TO ra YMHHU IOJUIOKHUM
JoMJbey. OCHM TOra, TOKOM BpEMEHa, IUIaCTHKaA ce (parMeTUlIe Ha Mambe KOMaJIe J1€]JCTBOM
CHOJBAIIbUX MEXaHWYKUX cwia. JloOWjeHn KoMmaau TUTAaCTHKE TIPENICTaBjhajy BeoMma
XETEPOreHy KOJICKIM]y KOja Bapupa IO BEIMYUHU, OOJUKY M T'YCTHHH, KA0 M MO0 XEMHjCKOM
cacraBy creruduunor marepujaia (20.21).

KomepuujanHo npousBseieHa (MpruMapHa IIACTUKA) WK IJIACTHKA JOOUjeHa HAKOH pa3rpaibe
(cexyHmapHa) y MPHPOIU Ce MPOHANa3M y BUAY MakpodecTuna (eHri. microplastics, MP) u
nanovectuiia (enrin. nanoplastics, NP) (22). Tlpema M3Belurajy He3aBUCHOT YAPYKEEba
crpyumaka EBporicke YHuje o ,,Pusniiuma mo »XKMBOTHY CpPeIMHY W 3/paBibe 01 3aralhema
MuKporiactukoM™ ox 06/2019, MP ce neduHuIIM Kao YBPCTE YECTHIE KOjE€ CaapiKe
CUHTETHUYKHU TIOJIMMEP MamkH O 5 mm y CB0jOj Hajayx)o0j nuMeH3uju, 1ok NP umajy Hajmyxy
mumen3ujy a0 100 nm. 36or cBoje mane BeIMYMHE W HUCKe AerpaaadunHoctd, MP mory
JOCTIeTH y aTMOC(EPCKH Ba3lyX, IOPEMETHTH JIaHAIl UCXPAHE U MMATH IITETHE MOCJICAMIIC TIO
*uBOTHY cpenuny. NP ce o/uIMKyjy BEIMKHM OJHOCOM MOBPIIMHE W 3allPEMHHE, IITO UMa
3HAYajaH yTHIAj Ha BUXOBY peakTuBHOCT (22). Ha dectuiie ce Mory Jiako (pU3HYKH HIIH
XEMHUJCKHA arperupaTd OpOjHU €JIEMEHTH W3 JXMBOTHE CpEIMHE, Kao INTO Cy OPraHCKH
3arahiBauM M TEIIKA METAJIU, alld U Pa3IMYUTH MUKPOOU U XUBHU opranu3Mu. OBU MpoIecu
¢u3nuknx U xemujckux npoMeHa NP Mory ce jaBUTH NPUPOJHO MM JOOMTH BEITAuKU
UHAYCTpUjCKOM cuHTe30M. OBe BpcTe HUHAYCTpHjcKH mpousBereHux NP HasuBajy ce
npojekroBane HaHodectHile (eHri1. engineered nanoparticles, ENP) (®urypa 4).



METAIIA ninmngu

Ag, Au, Zn, Cu, Ni, Fe Coja, NeunTuH,
cTeapuHcKa KucenuHa

cynongun METANA ‘ HEMETAINA

\ . KBaHTHe Tauke,
@g' AgS, CuS, ZnS EN PS YIIbeHUK (HaHOTYGe),

rpacpeH okcnan

OKCUOW METANA NOJINMEPMU

TiO,, Fe,0,, SiO,, CeO, ANMHaT, YNTO3aH,
AlLO;, MnO, XMPOKCUMETU Lienyrioaa,

nonu-¢-kanponakToH

®urypa 4. UnaycTpujcku Mpou3BeieHe HAHO MAPTHKY.JIE.

1.2. HHTPAIIEJIYJIAPHO YHOIHIEILE ITIOJIMCTUPEHCKHUX
HAHOYECTHULHA

Vnazak PS-MP/NP y hemujy yriaBHOM 3aBHCH  OJf HMHTEpaKIHMje dYeCTHIA ca
OMOMaKpOMOJIEKyJIMMa Kao U O]l HUXOBOT NPEYHHKA, XEMH]CKEe CTPYKType M IIOJIApUTETA.
BesuBame mnporerHa K3 OWOJOMIKMX TEYHOCTH HA IMOBPIIMHY HAHOYECTHIA JOBOAU [0
dopmupama ,,IPOTEMHCKOT OMOTa4a" OKO YECTHIIE KOjU JUPEKTHO yTUYE HA IUTOTOKCHYHOCT,
TeJeCHY AUCTpUOYIHjy M eHaouuTosy y crneuuduune hemuje (23). TpeHyTHO HE MOCTOje
oAl Koju moTBplyjy MpUCYCTBO YeCTHIIA TUIACTHKE Y JbYACKOM Tery. MehyTum, rmactuka
HAaHOMETApCKe BEIMYMHE CE€ MOXKE MHTETPUCATH Y JIaHAIl UCXPaHEe YKUBOTHIHA, alld U JIaHAIl
ucxpane Jbyau (24). HenaBue cryamje cy mokasaie a pa3jinyuTe BpCTE HAHOUYESCTHIIA MOTY Ja
npol)y Myko3Hy O6apujepy U yhy y IUpKyIalujy, To A0BOAU 0 AUPEKTHOT omiTehewma hemuja
U IITETHUX CHCTeMCKUX edekara (22). YV yciaosuma in Vitro, HaHoIacTuka yinasu y hemuje
nytem pasnnuntux mexanusama (15). NP ce Op3o wuHTepHaIM3yjy MyTeM EHIOLMTO3E
Mocpe/loBaHe KJIAaTPUHOM M KaBeosiama, (aronurose, eHIO0UTO3e He3aBUCHE O]l KJIaTpUHA U
KaBeoJia, MaKpormuHOnUTo3¢e (25), a KHX0OBa akyMyJalldja y WHTPALEIyIapHUM BE3HKYyJama
pe3ynTHpa cTBapameM BHCOKHMX HHBOA CIOOOAHUX paaukana (eng.reactive oxygen species-
ROS). ROS ce 00u4HO 03Ha4YaBa Kao TJIaBHU y3pOK MOTeHIMjanHe TokcudHoctH PS-MP/NP
Koju ytuue Ha hemujcky MemOpany u y3pokyje hemujcku ctpec (26), necradbunuzanmjy
nau3o3oMa, anontosy (27) u ayrodarujy 3aBucHy og MTOR (emrn. mechanistic target of
rapamycin). Ayrodaruja je uHTpahenujcku MexaHu3aM KJby4aH 3a YKIAmhamkhe U PEHUKIHPabhe
omTeheHnx W/miaM HepyHKIMOHATHUX henMjckux KommnoHeHTH. HemoTpeban caapxkaj ce
U30Ilyje Y LUTOCOJHE BE3MKYJe Ha3BaHe ayTo(aro3oMu, a 3aTUM ce€ HCIOpydyje y JHU3030M
(28). Pemmknmpame opranena, hemujckux MemMOpaHa W TNPOTEHHA j€ BakaH MPOLEC 3a



perynauujy henmjcke xomeocrase, Kao M 3a PEMOJCIUPAE TKHBA TOKOM EMOpPHOTCHE3e.
AbGHOpMaHa ayTodaruja JOMPUHOCH HACTAHKY pasInIUTUX ropemehaja, Kao mTo cy TyMOpH,
HEeypoJereHepaluja, HeaJeKBaTtaH OJroBop henuje Ha cTpecHe ctumysyce u3 okonuue (29).
Tako je mokazano na npucyctBo NP y xymanum henmjama Oyopera (30), nonaMuHEpruaKuM
HeypornuMma (31) u kepatmHoumtuMa (32) y3pokyje crBapame ROS mTo je moBezaHo ca
npekoMepHoM cMphy henmja anonrozom u ayrodarujom. Jlakie, ako je ykiamame omreheHnx
henMjcKuX KOMIIOHEHTHH, MOCPEJCTBOM YOMKBUTHH-IIPOTEa30MHOT cuctema (eHrit. ubiquitin-
proteasome system, UPS) u/unu myta ayrodaruje/muzozoma, nopemeheHo, riiaBHA ycioB 3a
ouyBame hemujcke xoMmeocTase, mocjaeauuno Hegoctaje (28) (Purypa 5). Mnak, motpebHa cy
Jajba MCTpaXKHBama jep Cy MyTeBU MpeHoca, akymyianuje W umHtepakimje PS-MP/NP ca
OKOJIMHOM, K20 U Cca )KHUBUM OPraHM3MKMA, U J1aJbe HEIOBOJHHO jaCHH.
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1.3. ITETHU YTULHAJU HAHOIIJIACTUKE HA 31IPABJBE JbYUN

[ToBehana mpou3Boama maactuke u nosehano 3araleme xpaHe, BoJie M Ba3yxa Kao M KOHTAKT
ca NP 3a mocneauiry Mmory umatu ropemehaj y eMOpHOHAIHOM pa3Bojy, HACTaHAK T€HETCKUX U
MMYHOJIOIIKUX OOJIECTH KOJ| JbYAM IyTeM MEXaHW3aMa KOjH jOII HUCY IOTIYHO IMO3HATH.
Vnazak PS-MP/NP y xuBe opraHuzame OOMYHO Ce JeliaBa MPEKO PECUpaTOPHOr TPaKTa,
JMTECTUBHOT CHCTEMAa WM MPEKO Koxke. 300r xuapododHe npupoie MIacTHIHUX NOJTMMeEpa,
mdy3uja HaHOIUIACTHKE Kpo3 HeomTeheHy KoKy je Beoma HUCKa. Mmak, MOJaTHU IMyTEBH

yiacka PS-MP/NP kpo3 koxy cy (osimkynu Jyiake, alloKpHHHA KaHAIW U abpasuje Ha KOXKH
(33,34).

Jlaknme, mpoydyaBame HWHTepakiuje Jbyackux hemnja ca PS-MP/NP  Mmoke mokasaTu
PEJIEBAHTHOCT I0/laTaka JOOMj€HUX Ha >KMBOTHUECKUM MoOJENMMa U OUTH paHHU IMOKa3aTelb
yrunaja PS Ha spynacku opranusam. Prietl u capaguumm. (35), cy mokasaam ga XymaHu
MoHOIIUTH Op30 daromuryjy PS-NP mujamerpa 20nm, a na wmHrecTmpaHe dYecTuiie Op30
WCI0JhaBajy 3HAYajHy MHUTOTOKCHYHOCT. Takohe je mokazaHo nma oBe PS-NP crumymmny
cekperjy IL-6 u IL-8 ox cTpane nmyHckux henuja, n3a3mBajy OKCHIATHBHE CTPEC U H3PAKECHY
npoaykijy ROS y monoruruMma (35). IMoaunponmiencke MP takole 3HauajHO CTUMYJTHIITY
cuHTe3y npouHduamaTopaux Meaujaropa IL-6 m TNF-a y neykonuruma nepudepHe KpBU U
aKTHBHUpajy Mactouute naa Jyde xucrtamuH (36) (Purypa 6). [lakie, ruracTHka MOXe
MMOKPEHYTH UMYHCKH OJITOBOP IPOMOBHCamEeM hellnjCKor UMyHHUTETa, Mel)yTHM OTeHIUjaTHH
IyropouHu eQexkTH Ha henmjcky M TKMBHY XOMeocTa3y Hucy nmo3HaTd. llltaBuiie, KJby4HO je
npeBasuhu ja3 u3Mel)y KOHIIEHTpalkja peiecBaHTHHX 3a )KMBOTHY cpeauHy u HuBoa PS-MP/NP
OTKPHBEHHX Y KUBUM crcTeMumMa (38).
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®urypa 6. Umynomonynaropuu epexkru PS-MP/NP.




Manu Opoj cryaumja ce OaBM HETraTUBHUM yTHIlajeM 3arajea IUIACTUKOM Ha paHH
eMOpHOHATHU Pa3Boj M EMUTEeHETHKY KoA Jbynu. HenaBHo je pa3BujeHa HOBa miuatdopma 3a
UCTpaXKUBame, Koja ce 0aBu nutameM 1a au PS-MP/NP mMory n1a npoMeHe ekcripecujy rena u
yTH4y Ha OHWOJIOIIKAa CBOjCTBA MNPEUMIUIATALMOHUX JbYACKHX €MOpHOHA M XyMaHHUX
MHJIyKOBaHHMX IUTYpPUIIOTEHTHMX MatuuHux henwuja (enrsi. human induced pluripotent stem
cells, hiPSC) (17). 'enn oxroBopHu 3a neTepMUHALHUjy JieBO-necHo ocoBuHe, LEFTY1 u
LEFTY2, koju komupajy uimanoBe TGF-B (enrn. transforming growth factor-beta)
cynepdamunumje npoTenHa, OWimm cy HHXHOUPaHH, JIOK j€ HEKOJIMKO reHa YKIbYUCHHX Y Pa3Bo)j
BU3YEJIHOT CHCTeMa OMII0 aKTUBHUPAHO y 00a y3opka henuja (17). [Tokasano je na Tperman PS-
MP/NP  3HauajHO HapyilaBa CTPYKTypy €KCTpalleyJIaApHOI MaTpuKkca H H3a3uBa
ManipopMaIje aTpUOBCHTPUKYJIApHUX CpuaHuX 3anucraka. [Ipumenom HiPathia mporpama
nomuto ce go npeauknuje aa PS-MP/NP mosehaBajy pusuk o1 ncxemujcke 00ecTH cpiia
yTHIIajeM Ha eKCIpecHjy reHa 3a amojunonporend C3 (ewri. apolipoprotein C-3, APOC3)
(12). Hobpo je mo3Haro na AedeKTH reHa MMajy KJbYy4YHY YIJIOTY y HacTaHKy M IMpOrpecuju
Heyposomkux nopemehaja. Tokom mocnenmux nerneHrja, y OpojHUM TeHETCKUM CTyujama
WCIIUTaHA j€ MOJIEKyJIapHa OCHOBAa M TAaTO(PHU3MOJIOTH]a HEYpOJETreHEepaTUBHUX O00JIeCTH
yKJbydyjyhu —ayTuszaM, CEH30HEypaJdHH TyOHWTaKk CiIyXxa, MakyJapHy JereHepalyjy,
MPOrpecUBHE OOJIMKE IeMEHIIUje, IPUMapHU apKUHCOHU3aM, XaHTUTTOHOBY Xopejy uta. He
Tpeba 3aHeMapuTH, Ja cy Tanzi u capaaaunu (38) mokaszanu 1a je yaucarme Ba3ayxa 3araljeHor
¢buHIM Yectuniama (akTop pU3MKa 3a HeypoJereHepaTuBHe mopemehaje u ga ce ydecranoct
O6onectu ¢eryca Takohe moBehaBa ycienm M3N0KEHOCTH Majke 3arajuBaunMa W3 KUBOTHE
cpenuHe. OTKpuBame M AepUHMCAaE€ OBHX MEXaHHM3aMa j€ O]l BEeJIMKEe Ba)XXHOCTH, jep Ou
noBehame Hamux casHama (yHIaMEHTaIHE OWOJIOTHje KOja jeé Yy OCHOBH OBHX IIpolleca
JOTIPUHEIIO Pa3BOjy HOBHX CTPATETH]a 3a CIIPEYaBALE U JICUCHE JbYIACKUX OOJIECTH MTOBE3aHUX
ca 3arahemeM.

JleieHujaMa CMO CBEIOIM HATJIOT MOpPAcTa MPOHM3BOJLE IJIACTUKE Y CBETY, HITO j& MMAJIO
BEJIMKE TIOCTeuIle Ha )xuBe opranu3me. Crora 6u Oyayhe ctynuje Tpebano na ce hokycupajy
Ha Pa3JIMYMTE BPCTE IUIACTUYHHMX MaTepHjalia, HBUXOBE KOHIIEHTpalHje U eekre XpoHHIHEe
M3JI0KEHOCTH KaKo O ce 3a MPOIICHNO PU3HK 110 )KHUBOTHY CPEIUHY | 37paBibe Jby 1. CazHamba
noOujeHa Kpo3 Te CTyauje Morja Ou Ja MojpKe akTUBHE Mepe MehyHapoIHUX opraHu3alyja
Koje ce Oope 3a CMameHe MPOM3BO/IIHE IIIACTUKE, KOHTPOIIY HhCHE JIerpajialiije Y )KUBOTHO]
CPEIMHU U 3aIITHTY 3paBiba JKUBUX OpraHU3ama.

VY Oynyhnoctn 6u Tpebango pa3BUTH CTpaTerHjy y K0joj OM Hayka Wrpaiga Ba)KHY YJIOTYy Y
KpeHpamy MOJUTHKE IIPOU3BOIHE M YITOTPeOe IIACTHKE, KA0 M YCIIOCTaBJbakhy HOBHX ITPAaBHIIA
0 crpeyaBamy 3arahjema IUIACTHKOM W MOTYNHOCTH HEHOT pelMKIupama. [IpemHoct oBor
npuctyna Ouo OM 3HauajaH 3a HaAyYHUKE, JICKape, €KOJIore, MIPaBHUKE U Jilanke: omoryhuo Ou
00Jbe pazyMeBame yTHIIAja IUIACTUKE Ha 3][PaBJbe; MHOBATUBHU MPUCTYIU y MPOLICHU PU3HKA
10 3JIpaBJbe JbY/IM; HOBE 3aKOHE U MPOIUCE Y 3aITHTH )XUBOTHE CPEIIHHE.



2. [IJb PAJIA

OCHOBHU 1IMJb OBOI' UCTPaXKMBama j€ Jla CE UCIUTA JEjCTBO MOJIUCTHPCHCKUX MHUKPO- U
HaAHOMAPTUKYJa Ha hemnuje in Vitro, Kao U HUXOB YTUIA] HA PA3IMYUTE OPraHCKE cUcTeMe INn
VIVO IPUMEHOM MHIIIjer MOJIeIa.

V ckilafy ca OCHOBHUM LIUJBEM ITOCTABJbEHHU CY cielichu eKCiepuMeHTaIHU 3aJallu:
1. ucnuTaTH IIUTOTOKCUYHO JICjCTBO MOJIMCTUPSHCKMX MHUKPO- M HAaHOYEeCTHIa IN Vitro
2. MICTIUTATH TeHOTOKCUYHO JICjCTBO MOJMCTUPSHCKUX MUKPO- M HAaHOYECTHIA IN Vitro

3. TAaTOXUCTOJIOIMIKOM aHAIM30M UCITUTATH TIEHETPAIH]y, TUCTPUOYIH]y U aKyMyJaiujy Per oS
YHETHX MOJIMCTUPEHCKUX MUKPO- M HAHOYECTHULIA Y TKHBHMA MUIIIa

4. ucnuTaTh YTULA] MOJIUCTUPEHCKUX MHUKPO- U HAaHOYECTHIIa YHETUX Per 0S Ha pe3yirare

6I/IXGBI/IOpaJ'IHI/IX TECTOBA MUIICBA.

2.1. XUIIOTE3E

1. [TonucTUpeHCKEe YeCTHIIE NMa]y IIUTOTOKCUYHU edeKar.

2. INomuctupencke yecture omrehyjy JJHK.

2. TlomucTupeHCKe YECTUIIE MMajy CIIOCOOHOCT MPOIUpamka U aKyMyJalije y TKHBUMa MHUIIIA.

3. IlomucTupeHcke yecTHlle yTUYy Ha HAaCTaHAK MpPOMEHa y IMOHAaIlamby eKCIepUMEHTATHUX
KUBOTHHHA



3. MATEPUJAJI U METOJIE

3.1. HAHOYECTHUILE, KAPAKTEPU3ALINJA TTOJUCTUPEHCKUX MHUKPO- U
HAHOYECTHULA

VY uctpaxuBamwy cy kopuiiheHe dectuie nonuctupena Bennyune 40nm (kar. 6poj F8793,
Invitrogen) u 200 nm (xar. 6poj F8811, Invitrogen, Loughborough, UK). Cse cycrieHsuje
YECTHLA Cy Tpe MPUMEHE y eKCIIEPUMEHTUMA TPETUPaHe y YITpa3By4yHoM Kymatwmiy (15 min
Ha 42 W/L).

3.1.1. CKEHUPAJYRA EJJEKTPOHCKA MUKPOCKOIINJA

[Tpumenom ckenupajyhe enekTpoHCKe MHKpockomuje (eHri. Scanning electron microscopy,
SEM) ucnutuBa je u3riea, 00K U BEIMYKMHA, Ka0 U TPOCCUHH aujamerap (+/- NM) dectura
MOJINCTUPEHA KOje Cy KopuitheHe y uctpaxuBamy. Enekrporcku mukpockon (Tescan MIRA 3
XMU, Tescan Inc., Cranberry PA, USA) je kopurrhen 3a kapakrepu3anujy Mopdosoruje u
BEJIMYHMHE HAHOYECTHUIA KaKo je mperxonHo omnucano (39). [Ipe ucnutuBama, CBH y30pIH Cy
npemasanu 31arom momohy POLARON SC502 npemasa kako Ou ce n30eria eJeKTpocTaTHIKa
aKyMyJiaija HaeleKTPHCama.

3.1.2. 3ETA IOTEHLHUJAJI

3era norernujan ({) pacteopa PS-MP/NP oapehen je momohy Zetasizer Nano Series, Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) na 25 + 0,1°C. PS-MP/NP cy pactBopene y PBS-y
(enrs. Phosphate Buffered Salline) u meaujymy (enrn. Dulbecco's Modified Eagle Medium,
DMEM) u craBmwenn y kanumiaapuy hemujy. Copreep Malvern Zetasizer xopumrhen je 3a
aHanu3y J0OWjeHMX IMojaTaKa. 3eTa MOTSHIIMjall j¢ MEPEH TPH IyTa, a IOOW]jeHU PEe3yNITaTh Cy
MPEJCTaBJbEHU KA0 CPEe/ba BPETHOCT.

3.1.3. TPAHCMUCHUOHA EJIEKTPOHCKA MUKPOCKOIIHJA

PS-MP cy upenTr(HKOBaHE MPUMEHOM TPAHCMHUCHOHE CIEKTPOHCKE MHUKPOCKOIMHMje (CHIL.
transmission electron microscopy, TEM) mnpema npoTOKOJy. Y30pIH IOJHCTHPEHA CY
craBjbeHH Ha peuietke 3a TEM oOenexeHe yribeHHKOM U IIpEryielaHe TPaHCMHCHOHHM
enekTpoHckuM Mukpockornom CM12 (Philips/FEI, Xonanauja) Ha 80 KV. [lururtanse ciuke cy
nobujene xopunihemem iTEM MegaViev CCD.

Takohe, komepuujanne MeseHxumaine maruune henuje (enrs. bone marrow mesenchymal
stem cells, BM-MSCs), u3osoBane u3 komirane cpyxu C57BL/6 mumiesa (kat. 6poj S1502-100,
Gibco/Invitrogen) Tpetupasne cy y Toky 24 cata PS-MP Benxnunne 200 nm, a HaKOH TpeTMaHa
npunpemibere 3a ananusy TEM-om. 1,5x10° henuja puxcupano je 2,5% riyTapaniexujaom y
0,1M PBS-y (pH 7,2), a 3atum cy ¢ukcupane npumeHom OSOs y uctoM nydepy U yrnakoBaHe
y enokcuany cmoiy (Agar Scientific, UK). Cpenme-TaHku M ynTpa-TaHKH TMPECELd Cy
nooujenn kopumthewem Leica UC6 yntpamukporoma (LeicaMicrosistems, Hemauka).
Cpenme-TaHKH PECelH CY MOCTABJbEHN Ha CTAKIICHE TUIOYHIIE, 000jeHH Ca TONYUINH IIaBUM
u nperienanu nomohy Leica DMLB cBetnocHor mukpockomna (LeicaMicrosistems, Hemauka)
U aHanm3upaHnu npumeHoMm codreepa Leica LAS AS V4.11. VYurpa-TaHKM Tmpecenu
[OCTAaBJbCHH Cy Ha OakapHe peIIeTKe M MperjieflaHl TPAHCMHUCHOHUM EIEKTPOHCKHM
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mukpockoriom CM12 (Philips/FEI, Xonanauja) ca qururanaom kamepom SIS MegaViev Il
(Olimpus Soft Imaging Solutions, Hemauka).

3.2. EKCHEPUMEHTAJIHE )KUBOTHUIHE

CBH eKCIIEpUMEHTH CIPOBEJICHU Ha KUBOTHE-aMa 0JI00peHH Cy o1 crpaHe ETndke komucuje
34 3allTUTY IIO6pO6I/ITI/I OIJICIHUX )KUBOTHHA CDaKy.HTeTa MCIUIIMHCKUX HAYKa, YHI/IBep?)I/ITCTa
y KparyjeBmy, 0poj omobpema 01-6961. ExcriepumeHTanHe mpoueaype Cy y CKIaay ca
JHupexktuBoM CaBera EBpornickux 3ajennunia (86/609/EEZ) n nauenmma nobpe mabopatopujcke
npakce.

Tpancnokanuja, auctpubyirja U ePexTu ¢IyopecleHTHO O0eIeKEHUX MOJTHUCTUPEHCKUX
YCCTHLIA IBEC PA3JIMYNUTEC BEJIMYMHC U PA3JIMYUTE J03C IPOYyYaBaHU Cy Ha MY)K_] alliMa 1 JK€CHKaMa
C57BL/6 mumieBa crapux 8-10 Hemesba, HAKOH OpANHOT y3uMama. CBe eKCIepHMEHTATHEe
KUBOTUIE Cy oArajaHe y BuBapujymy dDakynrera MeOUIMHCKUX Hayka YHHBEp3UTETa Y
Kparyjepiry. CBe )XHBOTHIbE Cy UMaJIe HETY U CBH €KCIIEPUMEHTH CYy CIIPOBEACHH y CKIIamy ca
cmepHullaMa ETHuke KoMucHje 3a 3alITHTYy J0OpOOUTH OIJIeTHUX XUBOTUHA Dakynrera
MEIUIIMHCKUX HayKa. TOKOM Tpajama eKCIIepUMEHTa KUBOTHEE Cy UMalle CI000AaH MPUCTYII
XpaHu U Boju. ExcriepyuMeHTaIHu MUILIEBU TPETHPAHU Cy Per 0S (IyopecleHTHO 00elIexKeHUM
PS-MP/NP Benmunae 40nm u 200 nm, pacCTBOPEHUM Y BOAM Y JIBE KOHIICHTPAIIMje: HUCKA 71032
(0,01 mg / mo mumry / qaeBHO Mu 4.42 x 10° 40 nm + 2.16 x 107 200 nm) u Bucoxa no3a (0,1
mg / mo munry / naeBHO 4.42 x 10'° 40 nm + 2.16 x 10® 200 nm) jenHOM IHEBHO TOKOM 5
Henesba (40). Ipe cBake mprMeHe pacTBOPHU Cy TpeTHpaHu y yirpa3ByuHoM kymatuay (WIN-
TEC-UWO01-037 V2.0HISHINE). Kortpoauu mutiesu cy n1oomnu Boay 6e3 PS-MP/NP. ITocie
MeT HeJleJba TPETMaH je MPEKUHYT, a MAIIICBH CY )KPTBOBAHH. ¥Y30pIIM KPBH, jeTpe, I[peBa, CpIIa,
OyOpesa, mryha, Mo3ra, Clie3uHe, TECTHCA U jajHUKA CY IPUKYIIJBCHH 3a JaJbe aHanu3e (Purypa
7).

HMCKa A03a  BMCOKA Ao03a

Q & 1
C57BLIB g E i ’ \
F : I \
sl 5 lemssss {
d A . A '
C57BL/6

AHKCHO3HOCT

..........................

..........................

®urypa 7. /In3ajH ekciepuMeHTa Ha )KHBOTHIHAMA.
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3.3. MEPEIbE KOHHEHTPAIMJE TECTOCTEPOHA

HakoH mer Henesba, )KUBOTUELE Cy JKPTBOBaHE, KPB je M30JI0BaHA M3 a0JIOMUHATIHE aopTe U
neatpudyrupana 10 mmayta Ha 300 (. Y3opum cepyma cy kopuinheHH 3a Mepeme
KOHIIGHTpalje YKymHOr Tectoctepona mnomohy Elecsis 2010 anamuzaropa, NpHMEHOM
crangapauux komepimjanaux cetosa (Elecsis Testosteron Il, Roche Diagnostics, Hemauka).
CepyMCKH TUXHIPO-TECTOCTEPOH je MepeH cen3utuBHUM KutoMm (ALPCO Diagnostics, Salem,
SAD) npumenom ELISA merome. OcersprBocT TecTa 3a Tecroctepone je omma 0.025 ng/ml, a
3a auxuapo-tecrtoctepon 6,0 pg/mi.

3.4. KOH®OKAJIHA MUKPOCKOIINJA

Jetpa, mpeBo, cpue, OyOpesu, miuyha, mMo3ak, ClIe3WHA, TECTUC M JaJHUK KOHTPOJIHUX H
*XuBOTUbA TpeTupanux PS-MP/NP, u3osnoBanu cy u pukcupanu y 4% napadopmanaexumy 12
h na 4°C. 3a xpronpesepBalujy opranu cy tpetupanu caxaposom (10-30% y 0,1M PBS, Ph
7,4) u uyBanu Ha -80 °C 10 npeceka Ha kpuotomy. [Ipeceru (1e6spute 15 mm) cy mocTaB/beHH
Ha CTaKJIeHe IJIOYHIle, CYIIICHH 2 caTa Ha COOHO] TeMITepaTypH npe ucnmpama y PBS y tpajamy
on 5 munyrta. KoHdokamHe MUKpOCKOICKe cimke cy jaobujene momohy TLS Leica SP5 Il
mukpockornia (Leica Microsystems GmbH, Hewmauka). ®nyopeciieHTHO —oOenexeHe
nojuctupercke gectuiie oa 40 nm (upsene) u 200 NM (3e1eHe) AeTEKTOBAHE Cy Ha TaJacHO]
ny>xuan Argon 488 nm u HeNe 543 nm. O6pana ciuke u3BpiieHa je momohy LAS AF codTeepa.

3.4.1 HU30JIAIMJA, KYJITHUBAIIMJA U KOH®OKAJIIHA MHUKPOCKOIIUJA
MHUIIJUX KOXJIEAPHUX EKCIIVTAHTA

[Tpunpema, kyntypa u 00jere HEOHATATHUX MUIIHUJUX KOXJICAPHUX eKCIUIaHTaTa ypaheHu cy
Kako je panuje ommcano (41, 42). Taunuje, yeTBpTOr MOCTHAaTaNHOr Aana CBA/Cal muinesu
(Jackson Laboratori, ME, SAD) cy xprtBoBanu. TemmopaiHa KOCT je OfBOjeHa 0J Jiobame 1
YKJIOHCHA je KOIlITaHa yIllHa Karcyya. CIIMHAIHH JIMTAMEHT j€ MTaKJbUBO CKUHYT. Cpebu J1e0
j€ MaXJBPMBO CEIMpPAaH Ha anWKaIHU W BuUlle OazasHu neo, dyBajyhu KoptujeB opraw,
yKbydyjyhu censopue henwje u ranrimjcke HeypoHe. Hakon ykimamama Reissner-ose
MeMOpaHe, €KCIUIAHTH Cy IOCTaBJbCHH Ha CTakallla y MEIujymMy 3a Kyirypy hemuja ca
nopatkoM 1% ammnunmnna u 1% N2 cynnementa u kynrusucanu Ha 37°C u 5% COZ2. Ilocne
HajMame 12 caTh y KyJITypu M TOTBphHBama YCICHIHOI BE3MBama 3a IMOKPOBHO CTaKIIO,
KyJIType Cy Tpetupane HuckoM konientpaijom (0,01 mg/ml) 200 nm u 40 nm PS-MP/NP.
Hakon tora, ekcruiantu cy ucnpanu PBS-om, dukcupanu ca 4% PFA (Electron Microscopi
Sciences, PA, SAD) 20 munyTa, OHOBO Hcnpanu y PBS-y u Gnokupanu ca 5% NHS (Sigma-
Aldrich, MO, SAD) u 1% TX-100 (Integra Chemical, VA, USA) y tpajamy ox 30 muHyTa Ha
cobHoj Ttemmeparypu. CenzopHe ciymHe henuje (henuje amaumiie) cy obernexeHe 3e4UjUM
aHTH-MHO3MHOM 7A anTHTenoM y pasonaxemy 1:500 (kat. 6p. 25-6790, Proteus Biosciences,
CA, USA) u unkyOupane mpexo HohH Ha COOHOj TeMIeparypu. Y30pIH Cy 3aTUM HCIIPAHU U
unkyoOupanu ca Alexa Fluor 647 antu-3eunjum antutenom (1:500, Thermo Fisher Scientific,
MA, SAD). Jempa cy obGenexxena momohy Hoechst 33342 6oje (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornija, SAD). ExcrianTu cy ucnpanu PBS-om u nokpusenu ca VectaShield-om (Vector
Laboratories, Burlingame, Kalifornija, SAD), a 3atum ananmu3upano Leica SP8 kondokaiHum
mukpockornoMm (Leica Biosistems, IL, SAD).
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3.5. I30JALINJA MOHOHYKJIEAPHUX REJIMJA U3 CJIE3UHE

N3onanuja MOHOHYKIIeapHUX henuja W3 ClIe3WHE MUIIEBA M3BEICHA je KaKO je MPETXOIHO
ornucano (43). MuiieBu Cy KpTBOBaHH, a jeaHoheNnnjcKa CycleH3nja U3 Clie3uHe je 100HjeHa
MEXaHHYKOM Jucrep3unjom kpo3 henujcko cuto (BD Pharmingen, San Diego, US) y DMEM-y
ca momatkom 5 MM L-riryramuna, 0,1 mM HeeceHIMjaTHIX aMHHOKHCETMHA, 1% MeHUIITHH-
crpentomuiinaa, 10% derannor roseher cepyma u 4,5 g/l D-riaykose. Eputpounutu cy
YKIIOEEHH pacTBopoM 3a smsupawe (BD Pharmingen). Tlocne tpu ucnupama, hemuje cy
pecycrieHI0BaHe y KOMIUIETHOM MeIujyMy M KopuiiheHe 3a Jajbe aHaim3e, yKJbydyjyhu
npotouny muromerpujy, MTT u RTCA Tecr.

3.5.1. AHAJIM3A ®EHOTUIIA UMYHCKHX REJUJA CJIE3UHE MPOTOYHOM
HUTOMETPUJOM

Hakon u3onamuje, npunukom Opojama henuja, onpehuBana je BujabumHocT henmja momohy
trypan-blue-a moj cBeTIIOCHUM MHUKPOCKOIIOM. Y CBHUM €KCIIEpHMEHTHMA BHjaOHIHOCT hemuja
je m3nocumna 90% 10 95%. Ha 1x10° hemmja n30m0BaHMX U3 Cle3MHE pecycleH10BaHuX y S0ul
nydepa 3a 6ojeme (enri. Staining Buffer; BD) noxara je oarosapajyha xoiawuuHa mpumMapHO
KOFbYTOBaHOT MOHOKJIOHCKOT aHTuTena creruduunor 3a CD3 (BD Pharmingen). henuje
M30JI0BaHE U3 CIE3MHE NHKYOHpaHe Cy U ca oAroBapajyhum m30THIICKUM KOHTposiama. hemnuje
cy unkyoupane 30 muHyTa y Mpaky Ha temneparypu +4°C. Ilo ucrexy unkyoauuje, henmje cy
ompane noaaBameM 2ml xmagHor mydepa 3a 6ojeme. Hakon Tora, henuje cy nenrpudyrupane
5 munyta Ha 250g. Ilocne nentpudyrupama OIJIMBEH j€ CylmpeHaTaHT W Tajlor henuja
pecycnenaoBan 'y 250ul mydepa 3a Oojeme. Hemocpemno HakoH mpomemype Oo0jema,
eKcIIpecrja Mapkepa Ha henrjama je aHaM3upaHa Ha TIPOTOYHOM ITUTOMETDY.
WuTtpanenynapro 60jermbe 1uTokrHa je uzsenaeno mo BD Cytofix/CytopermTM metoau. Y oBom
ucrtpaxkuBawy henuje cy crumynucue dopoon 12-mupucrar 13-ameratom (50 ng/mL, eHrm.
Phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma Aldrich) u jomomwumimaom (500 ng/mL, enru.
lonomycin; Sigma Aldrich). Hakon wunky6amuje momar je GolgyStopTM (0,7ul/ml, BD
Pharmingen). Renujcku taor je pecycrnengoBan y 250ul Cytofix/CytoPermTM pactsopa (BD
Pharmingen) u uakyoupan 20 Mmunyta Ha Temmeparypu +4°C. 3atum cy henuje onpane ca |
ml Perm/WashTM nydepa (BD Pharmingen) u nearpudyrupane (2509, 5 munyra). ITocie
O/UIMBama CylepHaTaHTa JojaTa Cy aHTUTENla 332 HHTPALeNyJIapHO OOjehe NUTOKHHA W
nHkyOupana 30 munyta Ha +4°C. henujcku Tanor je pecycnenaoan y 50ul Perm/WashTM
nydepa. lonara cy npumMapHO KOBYroBaHa MOHOKJIOHCKA aHTUTEJA CIICIIU(HYHA 32 IATOKUHE
antu- |1L-12, antu- IL-10, antu-1L-13, antu-1L-17 u antu-1L-23. [Iporouna nuromerpuja je
crpoBezieHa Ha nporouHom ruromerpy FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
[Momamu cy ananusupanu nomohy codraepa Floving software.

3.6. ACTIMTUBAIHLE HUTOTOKCUYKOT E®EKTA TMOJUCTUPEHCKHAX
YECTHUIA

VY 1usby MCIUTHBaKa IMOTEHLUUJjAJHOT HUTOTOKCUYKOI JI€jCTBA IMOJIMCTUPEHCKE IUIACTHUKE
arjamueTpa 40 nm u 200 nm Ha henujama cucapa, y 1ajbeéM TOKY UCTpaKHBamba CIPOBEJICHO j€
HEKOJIMKO eKcriepuMeHTanHux Metoa (Purypa 8).

MTT  (3-(4,5-aumernntuazon-2-un)-2,5-mudenunrerpazonujym’  Opomua) — tect -
KOJIOpUMETPHjCKa METO/Ia Koja ce KOpHUCTH 3a onpehuBame Opoja kxuBUX hemnuja y TecToBUMa
nponudepanje Wik TUTOTOKCHYHOCTH. Y 0Boj ctyauju MTT tecT je ocMUIIIbEH 3a MPOLEHY
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KpaTKOTpajHe HUTOTOKCHYHOCTH (24 h win 72h) Hakon Tpermana PS-MP/NP nujamerapa 40nm
1 200nm. MTT TtecT je 3acHOBaH Ha OMOPEAYKIIM]H )KYTOT TETPa30JIKijyMOBOT jeumbema 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-il)-2,5-Diphenyltetrazolium bromid) y tamHo JbyOuyactu Qopmasas.
Kongep3uja ce moctmxke nomohy eH3uMa AEXHIPOreHase y MeTab0IMuKy aKTUBHUM hennjama.
Konmunna npoaykra popmazana, n3MepeHa KOJIUMIHMHOM aricopOIrje Ha CIeKPTPoPOoTOMETpy
Ha ozpeheHoj TamacHoj mykuHu (ontumanHo 500-550 NM), AMPEKTHO j€ MpomopIHOHATHA
Opojy xuBux henuja y KynaTypH.

Amnamusa henmja y peannom Bpemeny (RTCA) je TexHHMKa 3acCHOBaHAa Ha HMIICHIAHCH M
MukpoceH3opckuM enekrponama. Kopumrhenn XCELLigence Real-Time Cell Analyzer moxe
KOHTHHYHpAHO Jaa mpaTu Opoj henmwja y peaaHoM BpeMmMeHy, KOHTakTe henuja-henuja,
Mopdoorujy henmja TOkoM BpeMeHa, Kao U BbUX0Ba MUTPAaTOpPHA U MHBA3MBHA CBOJCTBA.

I'en enekrpodopesa nojenunaunux henuja- Komer tect (enri. single cell gel electrophoresis-
Comet assay) mpeacraBiba METOAY JAeTekinje U eBanyaije omrehema JJHK. TIpunnum Tecra
je 3acHoBan Ha enektpodopesu [IHK, rme je cremen enexrtpodopercke MOKPETHUBOCTH
mupekTHo cpazMepad konnuuHu JIHK npexnna. Cam HazuB Komer Tect morekao je on usriena
murpupajyhe JIHK- jenan geo ce 3anp:kaBa y HUBOY jenpa, 1ajyhu BU3yelIHU YTUCAK ,,[J1aBe,
a monekynu ¢parmentucane JIHK koju Opxe murpupajy HazloBe3yjy ce Ha IiaBy Aajyhu
yTHCaK ,,perna‘” komere. AHanmu3a komeTa Bpum ce npu yBenndamy 200x - 400x, mro 3aBucu
O]l TUMa aHanu3upaHux henuja, omcera murpamuje IHK, kapakrepuctuka MUKpOCKoma U
KOMIIjJyTepCcKOT copTBepa.

Amnanu3a aronrrorcke cMpTH henuja momohy Annexin-a V/Pl je meToa 3acHOBaHa Ha CHA)KHOM
apuaureTy Annexin-a V 3a Be3uBame 3a (QocharuamicepuH. Tokom amomnrtose
dbochaTuauICcepruH ce MPEHOCH ca IUTOIIIa3MaTCKe CTpaHe Tuia3Ma MeMOpaHe Ha TOBPIIUHY
henuje, Tako ma ce Annexin V  MoOKe KOPHCTHTH Kao MapKep 3a OTKPHBAIbE aroIlTo3e
MMPOTOYHOM ITUTOMETPH]OM.

-

"

)
{

200 nm PSNPS  yperman cnnenouura

— RTCA
40 nm PSNPs _ " g
\ _. m MTT Tecr
/ 3 ‘ , I b # Annexin V/PI

Komert TecT

®urypa 8. Illemarcku npuka3 Meroaa 3a ogpehuBame nurorokcnynocru PS- MP/NP.
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3.6.1. MTT (3-(4,5-numeTnaTua3on-2-ui)-2,5-1npeHHITeTpa3onjym 6pomMus) Tect

henuje u3onoBaHe w3 cine3uHe MUIIeBa Cy WHKyOupaHe 24 carta Ha 37 °C, y armocdepu
3acuhienoj BojeHoM mapom ca 5% COz y kommiernom DMEM-y (Sigma Aldrich, St. Louis,
SAD). Hakon 24 cara henuje cy Tpetupane meaujymom Koju caapku PS-MP/NP. henuje cy
TpeTHpaHe MOJUCTUPEHCKUM YecTruiama y ciienehum xonnenrpamujama: 40 nm PS-NP (0,01
mg/ml u 0,1 mg/ml); 200 nm PS-MP (0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml); u cmema 40 u 200 nm PS-
MP/NP (0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml). Haxon unky0anmje on 24 u 72 cata BujabwiHocT henuja je
mepena MTT tectom. Ancop6aniia je mepena Ha ELISA uurtauy (Raito Life and Analitical
Sciences Co., Ltd., Shenzhen, P. R. China) na tanacuoj myxuau 550 nm (44). [Ipouenar
BHjaOminHKUX henuja noOHjeH je Kaja je BpeaIHOCT aricopOaHile TpeTupaHux henrja nojaesbeHa
BpeaHolthy arncopOaHIe KOHTPOJHUX (HeTpeTupanux) hennja u nomHoxeHa ca 100.

3.6.2. HUTOTOKCHUYHOCT Y PEAJIHOM BPEMEHY (RTCA)

[Mpaheme henujckor nuaekca Tpetupanux hemuja je o6aBibeHO KopuihemeM eceja Real Time
Cell Analises na XCELLigence RTCA DP cucremy (Roche Applied Science, IlIBajmapcka)
npema npupyuHuky mpousBohada. XCELLigence ce cacroju o Tpu aena: i) RTCA anammsartop
3a Meperme NMITEHIaHCe Ha 37IAaTHUM MUKPOEJIEKTPOaMa IocTaBJbeHUM Ha E- mmouy; ii) RTCA
SP je omepaTtuBHa jenMHUIIA CMEIITEHA YHYTap MHKyOaropa Ha K0joj Cy mocTaBjbeHe Tpu E-
wiove iiil) RTCA ympasseauku codrep (Bep. 1.2.1.1002) koju ce Moxe KOHTPOJIMCATH
JaJbUHCKH ITyTeM UHTEPHET Be3a Y peaIHOM BpeMeHy. TakaB HHTETPUCAHU MUKPOEJIEKTPOHCKHI
CUCTEM 3a OMOJIONIKA Mepema CaapKu OMOCEH30pe KOjU Cy JIaKu 3a KOpHUITheme 1 KOju TIparte
anaxe3wjy W BHUjabuiHOCT henuja y peaslHOM BpEeMEHY. YKOJMKO C€ Ha 3JIaTHO] €JEKTPOIH
Hanasu Behu Opoj 3anensbeHux (kuBUX) henmmja; mepu ce Beha mmmenmanca. M3mepena
BpenHocT 0e3 jenuuuiia moa HasuBoMm hemujkcu uHaekce (enri. Cell Index, Cl) mpencrasspa
pe3yaTar mepema aedunucan ciaeachom jemnauntnom: Cl = (Rtn — Rto)/F.

I'ne je:

Rtn - otniop MepeH y TpeHyTKy je tn,

Rto - otnop usmepeH y TpeHyTKy to,

F - koncrantHa: 15 O Ha 10 kHz, 12 O 5a 25 kHz 1 10 O Ha 50 kHz.

Jla 6ucmo uzmepunu curaai, cunanu cmo 50 puL DMEM —a y mouy 16. Hakon mo3aguHckor
Mepema, goganu cMmo 200 000 crmenouuta y MeamjyM. Hakon 3acejaBama hemmja (50 pL
cycriensuje DMEM-a u henuja), RTCA cuctem je nporpamupan na mepu CI Tokom 96 catu
cakux 15 munyta. Ilocme 24 cara ox cejama, mpuuBpiiheHe henuje cy Tperupane PS
yectunama: 0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml wectuna ox 40 nm u 200 nm. CI je npahen Toxom
mpeoctaior mnepuoaa Aajyhu wuHpopmamnuje O TpeTMaHy y peaqHoM BpeMmeHy. CBu
eKCIIEpUMEHTH Cy U3BEJIEHH Y TPU MOHABJbaha, CBAKNU HE3aBUCHH €KCIIEPUMEHT Takohe y Tpu
NOHaBJbawa. VIHTepBaiHM HAaruob je ayToMaTcKu u3padyHaT copTBEepoM jaa Ou ce ImpoleHuIa
Op3uHa npoMmeHe uHaekca henuja. Jla 6u ce oapeano pe3yiarar TpeTMaHa, helmjcku HHAEKC je
HOpMAaJI30BaH Ha MPHOIMKHY BPEAHOCT Y BPEMEHCKO] TaukKu HOpMasln3aluje, OAHOCHO 24
cara. HopmanuzoBanu hemmjcku nnaexc (NCI) je paana ¢yHkuuja ca noganuma, rjae ce Oupa
onpeheHo BpeMe (Tj. kaga cy henuje Tpetupane), mro ce 3atuM yTBphyje kao 1.0 (100%) oz
cTpaHe camor coTBepcKor nakera. Hakon tora, cBe BpeJHOCTH c€ O3HAa4YaBajy y cpa3MepH ca
oBoM BpenHouthy. NCI je morojas 3a anpokcuMariyjy mpoleHTyallHe Bapujamuje y hemujckoj
asIxe3uju.
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3.7. AHAJIN3A AITIONTOTCKE CMPTHU REJINUJA IOMORY ANNEXIN-a V

Jla 6u kBaHTH(HKOBAJIA aNIONITO3a UMYHCKUX hemrja, MoHOHYKIeapHe henuje cy n30J0BaHe U3
CIIE3UHE 3][paBUX MHIIEBA U KynTuBrcaHe 24 cara y npucyctsy PS-MP/NP (40 nm u 200 nm)
y HHUCKUM U BHCOKHMM KOHIIeHTpaiujama. [locie in Vitro tpeTrmaHa, CIUICHOIMTH Cy 000jeHH
duyopecuenTaom npodom Annexin V-FITC, nakon uera je nogat Pl (BD Pharmingen) npema
YIYTCTBY Ipou3Bohaua.

[Tporienar MptBux henuja je oxapehern nporounum mmromerpom FACS Calibur (BD
Biosciences, San Jose, CA, US), a noganu cy ananusupanu momohy codraepa Floving software.
Kopumnrhenu cy cnenehu kpurepujymu: 1) Buranue henuje cy 6une Annexin V (-) u PI (-), 2)
henuje y panoj ¢as3u anomnrtoze cy Omine Annexin V (+) u Pl (-), 3) henuje y xacHoj dazu
aronro3e cy omite Annexin V (+) Pl (+) u 4) Hekporuune henuje cy omne Annexin V (-) Pl (+).

3.8. TUNEL metona

VY30pIu TKHBa ClIe3WHE MHIIIeBa TpeTUpaHuX PS decTriiama xao ¥ KOHTPOIHHX )KUBOTHIbA CY
¢ukcupanu y 4% pactBopy opmangexuia U cTaBbeHU y napadus. TkuBa cy vceueHa Ha
uceuke ne6sprnHe 4 pm. Hakon nenapadunuzainyje u pexuaparaimje, Ha CBakd TKUBHU HCEeYaK
je naneta memasuna 3a TUNEL (enrn. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling), a 3atum je ycnennna uaky6anuja o 60 munyta Ha 37°C y BiaaxHoj atMochepu y
Mpaky. HakoH wmHKkyOanuje npemnapatu cy ucnmpanu y PBS, a 3arum nmpekpuBenu DPX
meaujymom (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), ananusupanu u ¢ororpaducaHd TATHTATHOM
KaMepoM IMoCcTaBJbeHOM Ha cBeTiaocHu Mukpockomn (Nikon Eclipse 50i, Jaman).

3.9. JETHOREJINJCKA I'EJI EJIEKTPO®OPE3A (KOMET TECT)

Komer TtecT je u3BeneH Ha M30J0BaHUM MOHOHYKJI€apHUM henujama cie3uHe Kao IITO je
nperxoaHo onucano (45). Renuje cy 3acejaHe y KOMIUIETHOM MEAUjyMy Y TU104u ca 24 OyHapa
u Tpetupane PS vectumama (aujamerpa 40 omnocHo 200 nm) y kornneHTpamujama 0,47 u 4,7
ug/ml y tpajamy on 24 cara y makyoaropy Ha 37 C° ca 5% CO,. HeraruBHa koHTpoOja
(nerperupane henuje) u mosutuBHe Koutpose (10 mg/mL H2O2 u 0,5 mg/mL MMC) cy
IIOCTaBJbEHE MapalielHoO ca TpeTMaHuMma. Ilocie unkybOauuje, henuje cy TpUIICHHU30BaHE U
uentpudyrupane Ha 5809 2 wMunyra. JlobujeHe cycmeHsuje henuja TpeTHpaHe
MOJMCTHPEHCKOM TUIACTUKOM Cy 3atuM nomernade ca 100 pl 1% arapose (enri. low melting
point agarose - LMPA), caapikaj je pecyCHeHIOBaH M HaHET Ha OOEJC)KEHE MPEeIMETHE
IUIOYHMILIE TIPEKO KOI' C€ CTaBJbajy MOKPOBHE Jbycnuie. [lnounne cy Ouie Ha Jieqy HEKOJIMKO
MUHYTa, a 3aTUM C€ CKMJajJy MOKPOBHE JbycCHulle. TakBe MpEeIMETHE MOYUIE Cy IMpeHBEHE
xyagauM ausupajyhum pactsopom (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% triton X-
100, 10% DMSO, pH 10.0) u ocraBssene 2 cara y ¢ppwkuaepy. Hakon Tora, miuouute cy
n3BaleHe U3 nu3upajyher pactBopa u npeauBeHe XIaJHuM mydepom 3a enextpodopesy (110M
NaOH u 200 mM EDTA, pH>13.0) y kojeM cy cTajaje moja carta. 3aTMM j€ yKJbyueHa
enekrodopesa y tpajamy oa 30 munyTta Ha 25V u 300 mA. HeyTtpanusauuja miouyuna je
BpIlIEHAa HAKOH 3aBplIeHe enekrodopese HeyTpanuimyhum mydepom (0,4 M Tris, pH 7,5).
[TocTynak je MOHOBJbEH TPH MyTa y pazMaky oj no 5 muHyTta. [locTynak 6ojema je ocTBapeH
koputthemwem etunujym 6pomuna (50 pl). Ileo mocTymak KOMET TecTa je CIPOBEICH Y MpaKy
Kako 6u ce cnpeunsio nogatHo omrteheme JJHK. Ananusa miouunna je usBpiieHa y3 nomoh
¢dyopecuentaor mukpockomna (Nikon E50i) na yBehamwy 400X u ca cBake miouwiie ce Opojano
100 henuja. Omrehemwe henuja je BU3yenHo KiIacu(pUKOBAHO y MET IPyIia Ha OCHOBY omiTehema
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JHK: 0 — mema omrehema; 1- mana omrehema ; 2- cpenma omrehema; 3- Bennka omrehema;
4 — toranana omrehema (46). Muaekc renernykor omrehema (GDI) je uzpauyHaT npumMeHOM
dopmyie: GDI = Class] + 2 x Class2 + 3 x Class3 + 4 x Class4 / ClassO + Class1 + Class2 +
Class3 + Class4.

3.10. XEMATOKCUJIMH-EO3UH BOJEILE. TMM3A BOJEIHE

Momnonykieapae henuje ciae3uHe Cy 3acejaHd Ha MOKpoBHa crakia (13 mm) y rioun ca 24
OyHapa u WHKyOupanu 24 cara y Oa3aJlHOM Menujymy O3 IOJIHCTUPEHCKUX YeCTHIIA
(KOHTpOJIa) OHOCHO Y TPUCYCTBY 00a THma monucTupeHckux dectuna (40 nm u 200 nm) y
HHUCKO] WJIH BHCOKO] KoHIeTparuju. [Tocie tpetmana PS-MP/NP henwuje cy o6ojene ca 150 pl
KoHIIeTpoBaHOT Giemsa uiau pacTBopa xemarokcminHa u eo3una (HE) y Tpajamy o1 1MunyTa,
HakoH vera cy HE omnocHo Giemsa naxJbMBO YKIIOHEHH, a BHIIIAK 0Oje UCIIpaH JBa IMyTa ca
500ul PBS-a. ITokpoBHa crakaiia ca obojeHuM henujama Cy 3aTUM MpeHeTa Ha MpeaMeTHa
cTakja Ha Koje je mperxoaHo cumnano mo 20ul DPX meaujyma. AHanmu3a Iioduiia je u3BpiicHa
y3 momoh mukpockora Nikon (Eclipse 50i, Japan).

3.11. BUXEBUOPAJIHA TECTUPABA

Pamu mporieHe aHKCHO3HOCTH W JISIPECHBHOCTH JKHBOTHE,A KOje Cy PEer 0S TpeTHupaHe
dbyopecuenTao obenexernnm PS-MP/NP pacTBopeHHM y BOIH CIIPOBEICHA CY OMXEBHOPAIHA
Tectupama. CTeneH aHKCHO3HOCTH j¢ KBaHTU(PHKOBAH KOPUIITNEHEM TECTa OTBOPEHOT IM0Jha
(OII) u Tecra y3murnyror kpcractor gasupuata (YKJI) (47,48). )KusoTHibe Cy CMelITEHE Y
MPOCTOPH]Y Y KOjO] C€ CIPOBOIWJIO TecTHpame 1-2 cata mpe u3Bohema OMXEBHOPATHHUX
TecToBa pamu akinuMmarusanje. CBH TECTOBM Cy CHHUMJBCHH JUTHTAITHOM KaMepoMm
MOCTaBJHCHOM HW3HAJ JaBUPHUHTA Ha oaroBapajyhoj BucmHu. Bumeo maroreke ca OTBOpEHOT
1oJba M Y3JUTHYTOT KPCTACTOT JaBUPUHTA Cy aHanu3upaHe kopuiihewem Ethovision softvera
XT 12 (Noldus Information Technology, Xomnanauja). Ha kpajy ucnutruBama moHalame CBake
MOjeIMHAYHE JKUBOTUHHE, CKCIICPUMEHTAIIHE apeHe Cy TeMeJbHO ouuninheHe Kako Ou ce
enuMuHucane moryhe mupucHe censarje. CBa UCIIUTHBamba Cy 00aBJbeHA y oAroBapajyhum
YCIIOBMMA THIIIMHE U OCBETJbEHA. TOKOM UCIIUTHUBAKA CKCIIEPUMEHTATOP HHje OO MPUCYTaH
y IPOCTOPHjH 32 TECTUPAHE.

3.11.1. TECT OTBOPEHOTI IIOJbA (OIl TECT)

TecT oTBOpEHOT 1MOJba je CIPOBEACH Kao MITO je mpeTxoano onucano (49). Tect je Tpajao mer
MUHYTa, a npalieHu cy cienehn mapamerpu: yKYIHO BpeMe MPOBEICHO Y LEHTPAIHOj 30HU
(YB3LI), 6poj ynasaka y nentpanny 30Hy (BYL[3), ykynuu npehenu myt (VIIII), npoueHar
BpEeMeHa KpeTama TOKoM Tpajama tecta (% BK), Opoj ycnpassbama (BY).

3.11.2. TECT Y3JUTHYTOI' KPCTACTOI IABUPUHTA (YKJI TECT)

EPM Tect je cripoBenieH nmpeMa npeTxoaHo yTBpherom npotokoiy (49). [Tapamerpu no0ujeHu
TOKOM TETOMHMHYTHOI TecTa OWJIM Cy: YKYyIIHO BpeMe MIpPOBEAEHO y OTBOPEHHM KpalnMa
(YBOK), 6poj ynazaka y orBopene kpake (bYOK), ykynuu npehenu myt (VIIII), npouenar
BpeMeHa KpeTama TOKOM Tpajama Tecta (% BK), 6poj ycnpasmbama (BY), 6poj Harumama (bH)
u O6poj enu3o/ia yKyIHe eKciiopaTuBHe akTUBHOCTH (YEA).
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3.12. PEJIATUBHA EKCIIPECUJA T'EHA
3.12.1. U30JIAIIMJA PHK

HakoH 1iTo cy )KHBOTHILE )KPTBOBAHE, y30PIIU XUIIOKAMITYyCa Cy XOMOT'€HU30BaHH Y TPH30IIY U
nenrpudyrupanu Ha 12000 rpm/5 mun /4°C. YV cBaku y30pak je n01at XJopohopM U MeIIaH
15 cexynmu. HakoH Tora, emnpyBere Cy OCTaBJbEHE Ja ce WHKyOmpajy (2-3 MuH) Ha COOHO]
temmeparypu. [locie nenrpudyrupama ox 15 munyra/1200 rpm/4°C, npumehene cy Tpu dase,
rje je ropma ¢aza (koja canpxxku PHK) npedauena y HoBy mukpoenpysety. Jomato je 500 pL
uzonpornpanoia, PHK je npenunurupana 10 muHyTa, a y30puu cy IOHOBO LEHTpU]yrupaHu
(12000 rpm/10 muHu /4°C). CynepHaTaHT je YKIOHEH, a IpelunuTaT je ucnpad ca 1 mL 70%
eTaHosa, a 3atuM rnentpudyrupan Ha 7500 rpm/5 mun /4°C. CyrniepHaTaHT je YKIOWEH, €TaHO
J€ ocTaBJbeH Ja ce ocymu Ha Ba3ayxy (2-3 muH.). PHK ocrarak je pecycnenmoBan y 20 pL
BOJIE, a 3aTUM HHKYyOHpaH Ha 55°C y Tepmo6iioky Ha 2-3 muH. Konnentpamuja PHK je mepena
y y3opuuma kopuiirthemem onoporomerpa (Eppendorf BioPhotometer Plus). V3opiwm cy nabe
gyBaHu Ha -20°C g0 ynotpele.

3.12.2 PEBEP3HA TPAHCKPHUIIIINJA PHK V¥ KOMILUIEMEHTAPHY JTHK (RT-
PCR)

PeBep3na tpanckpuniuja MPHK y kommiementpny JIHK je m3BeneHa mpumeHOM KuTa 3a
pesep3ny tpanckpunnrjy (CDNA Sinthesis Kit) ca 2 pL y3opka PHK koju je moaar y riaBHy
memraBuny (enria. Master Mix, Faste Gene Scriptase Basic). Kommiemenrapua JIHK je
nobujena kopumihemem amapara Multigene OptiMAKS (Labenet International), a 3atum
yyBaHa Ha -20°C 10 nasee ynorpebe.

3.12.3. KBAHTUTATUBHA PEAKHMWJA JIAHYAHE [NOJIMMEPU3ALUJE VY
PEAJIHOM BPEMEHY (QUANTITATIVE REAL-TIME PCR, qRT-PCR)

JHobujena komrmuieMentapHa JIHK je kopumheHa 3a mpolieHy pelnaTHUBHE EKCIIpPEcHje
housekeeping rena Gapdh kao u rena ox uarepeca: Gaba— a5, Bdnf, Bak, Bcl2, NIrp3 u Tgf £,
npuMenoMm komepiujaaHo kuta (FasteGene IC Green 2k kPCR Universal Mik, Hemauxka).
Peakiujcka cMeria je HanpaBJbeHA 3a CBAaKH I[MJbaHU T'€H MOCEOHO J0/aBAHEM MCIIABHHE
forward/reverse mpajmepa (0,5 pL forward mnpajuepa u 0,5 uL reverse mpajmepa,
konueHtpanyja 10 uM) y 10 uL gPCR Master Mix-a, Hakon yera je gogato 1 L kITHK u 8 uL
Bojme (enrs. Nuclease-free H20). Caku PCR mMKIyC je 3amo4yeo KOpPaKOM aKTHBAIHje
nojimMepase, a 3aTuM je cieanino 40 muKiTyca Koju ce TIOHABJbajy, CBAKH OJ1 BbHX CE CACTOJH OJ1
Tpu kopaka: 1) genarypanuja JJHK na 95°C/15 sec; 2) xubpuauzamuja npajmepa na 60°C/30
sec; 3) enonranuja Ha 72°C/30 sec. Hakon ammimdukanuje, peaaTuBHa eKCIpecHja reHa je
u3pauyHara KopuihemeM Gopmye:

208Ct= ACt1-ACt2

ACtl = paznuka u3zMmel)y Bpeanoctu Ct McUTHUBaHOT reHa Yy y30pKy Tpetupane rpymne u Ct
Bpeanoctu Gapdh y y3opky Tpetupane rpyrie;

ACt2 = pa3nuka usmel)y Bpeanoctu Ct ncnuTUBaHOT reHa y KOHTpoiHoj rpynu 1 Ct BpeaHoctu
Gapdh y koHTpOJTHOj TPyTIH.

VY Tabenu 2 cy npukazaHu NnpajMepH Koju cy KOpUIINEHN y UCTPaXKUBAY.
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Ta6ena 2. lIpajmepu kopumhenu 3a qRT-PCR ananu3sy.

I'enn Forward sequence Reverse sequence

Gapdh 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC -3° | 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’

Gaba— 5-GCCCTGGAAGCAGCTAAAAT -3' | 5-CGGGACATTTTGTCGATCTT -3
ad

Bdnf 5-AGCTGAGCGTGTGTGACAGT -3' | 5-ACCCATGGGATTACACTTGG -3'

Bax 5'- 5-AGTCCAGTGTCCAGCCCATGATG -
GCGTGGTTGCCCTCTTCTACTTTG- | 3
3|

Bcl2 5’-GTCCCGCCTCTTCACCTTTCAG - | 5’-GATTCTGGTGTTTCCCCGTTGG -3’
3’

NIrp3 5’-AGCCTTCCAGGATCCTCTTC-3* | 5’-CTTGGGCAGCAGTTTCTTTC -3’

Tefp 5’-ATACAGGGCTTTCGATTCAGC- | 5’-GTCCAGGCTCCAAATATAGG -3’
3 b

3.13. METOJIE 3A UCITUTUBAILE TEHOTOKCUYHOCTHU NNOJIMCTUPEHCKUX
MHUKPO- U HAHOYECTHILA IN VITRO

3a ucnuTHBame reHotokcuuHor epekara PS-MP/NP in vitro kopumrhenu cy JTuMQOIUTH
n3ojoBanu u3 nepudepue kppu C57BL/6 mumieBa, mumdonut n3ogoBaHu u3 nepudepHe
KpPBHU 37paBuX JbyaH, hemujcka nuHMja XyMaHux (eranmnux ¢ubpobmacta miyha (MRC-5),

heHI/IjCKa J'II/IHI/Ija XYMaHUX MC3CHXHMMAJIHUX MATHYHHX hennja IICPHUOAOHTAJIHOI JIMTaMCHTA
(MSC-PDL).

3a KynTHBalUMjy HaBeAeHux henuja kopumthen je menujym DMEM y koju je nonar ¢eranHu
roehu cepyM, L-riayTamMuH, NEHUIWINH/CTPENTOMULIMH U HEECEHIMjalHe aMUHOKHCEIINHE.
henuje cy ysrajane y mnkyOatopy Ha 37°C ca 5% CO2. Jlumpounutu cy H3010BaHU U3
XeIaprHU30BaHe KPBU MHIIIEBA U 3JIpaBUX JOHOpa y3 momoh Histopague-1077 u tpetupanu
MOJINCTUPEHCKUM MUKPO- M HaHouecTHIama (aujamerpa 40 oqHocHo 200 M) y 1Be pa3inyuTe
koHueHTpauuje (0,47 u 4,7 pg/ml) u uaky6upanu nomna cara Ha 37 °C. MRCS oxgnocno MSC-
PDL cy 3acejanu y KOMIUIETHOM MeIUjyMy y 1104 ca 24 OyHapa u Tpetupanu PS yectunama
(mmjamerpa 40 ogrocHo 200 nm) y koHuentpauujama 0,47 u 4,7 pg/ml y tpajamy ox 24 cara y
uHKyOaTopy Ha 37 C° ca 5% COz. [locne TpeTmaHa, OCTyNaKk KOMET TecTa (jeIHoheInjcKe rein
enekTpodopese), aHamM3a IUIOYMIIA M padyyHambe MHAekca reHerndkor omtehema (GDI) je
CIPOBEJICHO Kao IITO j€ paHWje OMUCAaHO Yy moryaBiby 3.9 u mpukazaHo y tabemu XX.
HeratuBHa xonTpona (Herpetupane hemuje) m mosutuBHe KoHTpose (MMC u H202) cy
MOCTaBJbEHE MapaJIETHO ca TPETMaHUMA.
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Tabena 3. Tperman xymanux Jumponutra u hesmjckux aunuja MRC-5 u MSC-PDL

MOJIUCTUPECHCKUM MUKPO— H HAHOYECTULIaMaA

N30JAIIMJA IMMOPOIIUTA U3
HNEPUPEPHE KPBM JbY/IU

MIPUITPEMA MRC-5 1 MSC-PDL

Y30pak KpBU Ce paclopenu y JBE enpyBeTe Mo 2
ml u moma 2ml meaujyma RPMI ca EDTA. Kps
ca meaujymoMm (4ml) Hacojut y apyry enpeBery
y k0joj ce Hamazu 3ml HISTOPAQUE-1077.

Komepuujanmae MRC-5 u MSC-PDL nperxoano
cy 3acejaHe y (IackoBe M KyJITHBUCAHE Y
komnetHom DMEM-y. hemmje cy 3atum
npebpojane y pazonaxkemy 1:10.

Hentpudyrupame - 1900 rpm, 15 munyra

Hentpudyrupame - 1800 rpm, 10 munyTa

CymnepHarant ce ojuiMBa, a (HOpPMHpaHU IMPCTEH
caapxu JuUM(QOIHMTE Ha KOjUMa C€ BPIIU Jajbe
HUCTpaXWBame. Nenmje ce pecycneHnayjy vy
Meanjymy RPMI.

Hentpudyrupame - 1800 rpm, 10 munyTa.

CynepHataHt ce omidje, JUMQOIMTH ce

pecycnenayjy y RPMI.

Hentpudyrupame - 1800 rpm, 10 munyTa

CymepHarant ce oqidje W Ha memer moxa 1ml
RPMI.

CynepHaTaHT ce 0JUINBA, a MeJIeT ce
pecycnenayje y Sml kommiernor DMEM-a.

Tperman PS-MP/NP.

Tperman PS-MP/NP.

Nuky6anuja — 30 munyTta Ha 37°C.

Wuky6anuja- 24h na 37°C.

Hentpudyrupame - 2000 rpm, 5 munyTa.

Hentpudyrupame - 2000 rpm, 10 munyTA.

JIuzupajyhu pactsop— 2h.

[Tydep 3a enekrpodopesy- 30 munyTa.

Enexrpodopesa — 30 munyta (25 V, 300 mA).

Heyrpamumryhu mydep — 3 X 5 min.

Bojeme mpenapara - 50 pl etmaujym 6pomuna.

3.14. CTATUCTUYKA AHAJIU3A

3a cBaKy aHaJIM3y U3BEEHA Cy TPU HE3aBHCHA €KCIIEPUMEHTAa ca MUHMMYMOM TPHU TEXHHUUKE
periuKe, OCMM aKo HHje apyraduuje HaBejneHo. llogaTiu cy mnpeicTaB/beHM Kao Cpeima
BPEIHOCT ca craHaapaHoM aeBujanujoM (SD) wnm craHmapiHa rpenika cpeme BPEIHOCTH
(SEM). Edexru cy ynopelenu ca muiieBuma u henujama koju HUCy Tpetupanu. CTaTHCTHUKE
aHanu3e cy obaBibeHe kopumihemem Mann-Whitney tecta u jeiHe HAuMHCKE aHAIM3e
Bapujance (ANOVA). Kopumihena je jennocmepaa ANOVA ca Tukey’s post hoc Tectom na
6u ce ynopeauie pasnuke mehy rpynama y Komer tecty. Bpennoct p mama ox 0,05 cmatpa ce
3Ha4ajHOM M 03HaueHa je ca™; p < 0,005 je o3HaueHa ca **, ap < 0,001 ca ***.
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4. PE3YJITATH

4.1. KAPAKTEPU3AIINJA TIOJIMCTUPEHCKUX YECTHUIA

Kao mro ce moxe Buneru Ha gurypu 9, PS-MP/NP koje cy kopunihene y uctpaxuBamy Cy
cdepHor obnuka. IIpoceuna Bennuuna (£ SD) gectuna npeunrka 200 nm (PS-MP) 6una je
201,23 + 6,2933 nm, 10K je cpeama BpeaHocT yectuna npeununka 40 nm (PS-NP) 6una 29,11
+ 5,42 nm (Ta6ena 4).

A

SEM HV: 200 KV
View field: 0.632 ym  Det: In-Beam SE 100 nm
SEM MAG: 300 kx _ Date(rmvdly): 101821

SEM HV: 200 KV WO: 5.17 mm MIRAS TESCAN|
View fleld: 190 pm  Det: InBeam SE 500 nm
SEM MAG: 100 kx  Date(mvdy): 1027721 SEM MAO: 100 kx  Date{midly): 1027721

®urypa 9. Penpe3entaTtuBHe Mukporpaguje PS uyecTuna xopumheHHX y HCTPa:KUBamby
nodujene ckennpajyhom esexrponckom mukpockonujom (SEM). PS vectune Bennunne (A) 40
nm y PBS-y, (B) 200 nm pacteopete y PBS-y u (B) 200 nm pactBopere y DMEM-y.
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Tabena 4. Ilpeunnk xkopumhenux ¢guayopocuenTHux PS yectuna mepen ckenupajyhom
€JIEKTPOHCKOM MHUKpockonujoMm (SEM).

Ipeuynux PS yecruua (nm)
Y3opax
MuHn. Bpennoct | Makc. Bpeqnoct | Cpenma BpeaHOCT SD
40 nm 19.90 44.66 29.11 5.42
200 nm 191.86 210.69 201.23 6.29

AHanm3a 3eTa MOTeHIHjajia je Toka3ana na ¢y PS gectume pactBopene y PBS-y HeratuBHO
Haenekrpucane. [Ipoceunn morennujan PS-NP (Benmnuuue 40 nm) je 6uo -29,83 +3 1,22 mV,
1ok je 3a PS-MP (mujamerpa 200 nm) 6mo -38,85 + 2,60 mV, mro ykasyje Ha yMepeHy

CTaOMITHOCT U aucnep3ujy kopunihenux dectuia (Tadema 5).

Tabena 5. BpennocTu 3era norenuujajaa PS yectuna pacrsopenux y PBS-y.

Beanunna t (°C) 3era moreHumjaa (MV) Mob (umcm/Vs)
y30pKa (cpenma (cpenma Bpeanoct + SD) (cpeama BpeaHOCT
BPEIHOCT) +SD)
40 nm 24.97 -29.83 +1.22 -2.3383 £0.1
200 nm 24.97 -38.85 £2.60 -3.0470 £ 0.21
40 nm + 200 nm 25.05 -32.33+1.52 -2.5423 +£0.05

3era notenimjai PS-MP/NP nucnieprosannx y DMEM-y je Takole 610 HeraTuBaH, a mpocevyHa
BpeaHocT je Omna -11,8 = 1,16 3a uyectune Bennuune 40 nm oxnocHo -9,96 + 0,75 3a 200 nm
PS-MP (Ta6eua 6).
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Ta6esa 6. Bpennoctu 3era norenuujana PS yecruna pacropenux y DMEM-y.

Beauuuna t (°C) 3eTa noreHIUjax Mob (umcm/Vs)
y30paka (cpenma (mV) (cpeama BpeaHocT +
BPEIHOCT) (cpeama BpeaHocT SD)
+ SD)
40 nm 25,06 -11,8 £ 1,16 -0,92+0,08
200 nm 25,03 -9,96 £ 0,75 -0,78+0,05
40 nm + 200 nm 25,06 -9,79 + 1,40 -0,76+0, 1

4.2. TIEHETPAIINJA U AKYMVYJIAIUJA YECTULA ITIOJIUCTUPEHA IN VIVO 1
IN VITRO

Kako 6u Ouita cruTana aHaToMcka quctpuOynuja u akymyinaimja PS-MP u PS-NP in vivo, y
TKHBMMa W OpraHMMa MHIIAa HAKOH PEer 0S yHOca, y HCTPaKUBamby Cy KopHiiheHe
diryopectieHTHO obenexene yectuiie (3enene- nujamerpa 200 NmM u nupeene- aujametpa 40 nm),
a 3aTUM je BbHUXO0Ba MEeHeTpallja aHaIu3upaHa KOHPOKAITHOM MUKPOCKOITH]OM.

Hakon opaiae nmpumerne PS-MP/NP pactBopenux y Boju 3a nrhe y Tpajamy o]l TIeT HeJiesba Y
koHmentpauuju 0.1 mg/man, obe BpcTe YecTHiia Cy OWIe BHI/BHMBE Kao pPa3IHUHUTE
(biyopecueHTHE Tauke WU (UIyOPECIICHTHHM arperaT y JIyMeHY LipeBa TPEeTHUPaHUX MHUILIEBa
(Purypa 10A), 10K JTyMEH peBa KOHTPOJIHE TPyIe HUje MOKa3uBao (IyOPECIEHTHH CUTHAT
(Purypa 10B).

®durypa 10. Penpe3eHTaTHBHe CJIHKe KOH(OKAIHEe MHUKPOCKONHje jejyHyMa >KMBOTHUHA
tperupannx PS-MP/NP. (A) Curnan je oxncyran y jejyHyMy KOHTPONHHX >KHBOTHHA. (B)
OnyopecueHTHo obenexene PS-MP (3eneno) u PS-NP (upBeHo) akymysupajy ce y JIyMeHy LpeBa
MHUILIEBA HAKOH YHOCa PEr 0S, myTeM Boje 3a nuhe. [IpencraBibeHu pe3ynTar 2 ekcrepuMenTa ca 9
mumesa 1o rpynu. Scale bars = 100 pum.
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Taxohe, pmyopecuieHnja HIje JETEKTOBAHA y jajHUIIMMA KEHKU MUIIEBA KOje Cy y MEePHOIY
o] et Hepesba ouie uznoxene PS-MP/NP myre Boze 3a nuhe (®@urypa 11).

bright 200 nm PS 40 nm PS overlay

®urypa 11. Penpe3eHTaTHBHe cjuke KOHPOKaJIHe MHKPOCKONHje jajHMKA >KHBOTHH>A
Tperupanux PS-MP/NP. ®nyopecueHiiyija Hije OeTeKTOBaHA y TKHBY jajHHUKA (A) KOHTPOIHHX
uuta (B) excmepuMenTanHux wmumeBa Tperupanux PS-MP/NP. TlpexcraBibeHd pe3ynaratd 2
EKCIIEPHMEHTA ca 9 MHIIEBA IO TPYITH.

Hacynpor Tome, kao 1mTo ce Moke younTH Ha ¢urypu 12, TecTicH TpeTUpaHHX MyXjaka
MOKa3aJIk Cy 3€JICHY U IPBEHY (UIYOPECICHIN]Y Y UHTEPCTUIIMjATHOM JIeTy KOJHU OKPYXKYje
cemunudepue kananuhe (lat. tubuli seminiferi). Meljytum, PS decTuiie HuCy youeHe y enuTeny
cemuHuepHUX TyOyJa TecTuca.
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bright 200 nm PS 40 nm PS 200 nm + 40 nm PS overlay

®urypa 12. Penpe3eHTaTHBHe CJIHKe KOH(pOKaJIHe MHKPOCKONHje TeCcTHca MHIIeBa
Tpetupanux PS-MP/NP. (A) ®nyopeciieHiidja HHje JCTEKTOBAHA Yy TECTHCHMA KOHTPOJHHX
xuBotumba. (B) Y TecTrcMMa TpeTMpaHHX MyXKjaka, (IIYOPECIEHTH CHTHAJIW Cy JIOUHPAHU H
OrpaHHYEHH Ha WHTEPCTHIMjYM KOjU OKpYyKyje cemuuupepene TyOyme. Scale bars = 50 um.
[IpencTaBipeHN pe3ysnTaTh 2 eKCIepruMeHTa ca Y MuIeBa o TpyIu.

HakoHn mrTo je youeHa akyMmyJiamuja TOJUCTHPEHAa Yy TECTUCHMa EKCIIEPUMEHTAITHUX
KUBOTHIbA, Y IMJbY WCIUTHBAKA yTHIAja TUIACTUKE Ha (YHKIMOHAJIHH CTaTyC TECTHCA,
M3MEpeHa je KOHIICHTpaIlMjeé OBOT XOpPMOHa y cepyMmy MmumieBa. Kao mro je mpukazaHo Ha
¢urypu 13, nakymsame PS-MP/NP y tecTricnMma y3pokoBaja je CTaTUCTHYKH 3HadajHo (P <
0,05) cMamerme KOHIIEHTPAIIH]e TECTOCTEPOHA y CEpyMy KHUBOTHEba TpeTupanux PS-MP/NP y
nopehemy ca KOHTPOITHOM TPYTIOM.

=Y
th
]

-
(=]
|

Il KoHTponHa rpyna
3 0.1mg /muw/naH

KoHueHTpauuja
TecTtocTepoHa (ng/ml)
Ch
1
H

®urypa 13. KoHueHTpanmja TecToCTepoHa y cepyMy KHBOTHHa TperupaHux PS-MP/NP.
[TocToju cTaTHCTHYKY 3HAYajaH MaJl TECTOCTEPOHA Y CEpyMy MUILIEBA KOjU Cy Per 0S OMITH U3JI0KEHU
PS-MP/NP (0.1 mg/man y tpajaky on mer Hexeba) y mnopehemy ca KOHTPOJIHOM TIPYIOM.
[pencraBibeHn pesynratu 2 eKCliepuMeHTa ca 9 mumeBa mo rpymnu (cpexma BpeaHocT +/- SE; *
p<0.05).
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VY ucnuTHBaHMM JAEJI0BHMa Mo3ra, OyOpera, cpua, jerpe u 1iyha HUCY OTKpUBEHHU 3HA4YajHH
(JIyOpeCIIeHTHH CUTHAIIU KOJ| TPETUPAHUX )KUBOTHUEA Y mopehemy ca KOHTPOIHOM TPyIoM
Koja oxarosapa crapoctu u nony (®urypa 14). Haume, y TKuBYy MoO3ra KOHTPOJHHX U
TPETUPAaHUX JKUBOTHIbA MNpuMeheH je (IIyOopeclHeHTHH CHTHajl KOjU j€ TPOY3POKOBAHO
yoOudajeHuM ayTo(diayopecleHujoM Mosra, Melhytum, Huje npuMmeheHo HaKyIbame
¢dyopecuenTao o3naueHux PS-MP/NP. Kao penpesenTtarnBHa 30Ha je n3a0paH XUIIOKAMITYC
(durypa 14A).

(A) Mo3zak

bright ) nm PS 40 nm PS overlay

(b) Cpue (B) ByoOper

®urypa 14. Penpe3eHTaTHBHEe CJMKe KOH(GOKa/IHe MHKPOCKONHje Mo3ra, cpua um OyOpera
mumeBa tperupanux PS-MP/NP. V (A) xumokammycy, (B) tkuBy cpuy u (B) OyOpera
eKCIIEpUMEHTAJIHUX MHIIEBa, HUje NpuUMeNeHO HaKylubame (IIyOpecleHTHO obenexeHux PS
yectuna. KOMOMHOBaHHM pe3ysTaTi 2 eKCIIepUMEHTa ca YKYITHO 9 )KHBOTHbA 110 rpynu. Scale bars =

250 um.

KoHTporHa rpyna

EKcnepmmeHTanHa rpyna
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Taxobhe, ¢yopecuieHTHO oOernexxeHe PS decTuiie HUCY MOTJe Ja ce JETEKTYjy y MapeHXuMy
CIIC3UHE JKMBOTHHbA 300T M3pakeHe ayToduiyopecueHnuje oprana (®@urypa 15). Mehyrum,
JCTaJbHOM aHaJIM30M HCeYaka KOH(POKATTHOM MHUKPOCKOIHMJOM YOUEHO j€ CMambCHe
MHTEH3UTETa ayTO(IyopecleHIMje Y TapeHXUMY CJIC3MHE TPETUPAHHUX JKUBOTHHA, KAKO Y
upBeHoj (Purypa 15 1) Tako u y 6enoj nmynmnu (Purypa 15 11).

bright 200 nm PS 40 nm PS 200 nm + 40 nm PS overlay

bright 200 nm PS 40 nm PS 200 nm + 40 nm PS overlay

®urypa 15. Penpe3eHTaruBHe ciankKe KOH(OKAJIHe MHKPOCKONHje CJIe3WHe MHIIeBa
tperupanux PS-MP/NP. (1) Lipsena mynmna cine3use (A) koutposise u (B) ekcniepuMeHTanHe rpyre
xuBotumba. (1) @omukynu Gene mysme cnesune (A) konrposHe u (B) ekcriepuMeHTalHe rpyre
MHUIIIEBA.
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Kako 0u ce uicniutaiio ja jiu jgokaiaHo npuMmermeHe PS-MP/NP nienetpupajy y censophe henuje
cucapa, MUILIJU HEOHATAIHU KOXJICAPHU CKCIUIAHTH Cy KYJITHBHCAHH Y TPHCYCTBY HHCKE
koHeHTpauuje PS dyecrtuma (®urypa 16). Hakon 24 cara KOKynType, KOH(OKaIHOM
MHUKPOCKOIIMJOM j€ JETEeKTOBAHO HHTpAILEIyJIapHO IMpucyctBo oba Tuma PS uecruna,
noTBphyjyhn HBHXOBY CIIOCOOHOCT Ja TIEHETPUPA)y M aKyMyJUpajy c€ U Y YHYTPAlIlbHM H
CTOJhAIIIbUM CEH30PHHUM CIIyIIHMM henmjama ca Juraumnama, Takohe je yodeHa je 3HadajHa
konnunHa Banhenujckux arperata PS-MP/NP (®urypa 16).
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®urypa 16. Koxjieapuu ekcrjianT HHKYOUpaH 24 caTa ca HUCKOM KOHIeTpauujom PS yectuna
peamunHe 200 nm u 40 nm. OGe BpcTe YecTHIia Cy NPUCYTHE y CEH30pHUM heliijama ca Juiauriiama
YHYTpaIIkEr yXa i JIOKaIr30BaHe nHTparenyiapao (A-I).

Ja 6u ce motBpamiio aa PS vectuie senmuunne 200 NM 3ancTa ynasze y henwnjy, y HapenHoj da3u
HCTpakMBamka KOpHUITheHa je TpaHCMUCHOHA enekTpoHcka mukpockonuja (TEM). Hauwme,
YeCTHIIe CY MPBO UIACHTH(PHUKOBAHE MUKPOCKOIIH]OM, a 3aTUM Cy KOMEPIIHjaTHE ME3CHXUMAITHE
MaTtuuHe henmuje nzonoBane u3 komrane cpxxu C57BL/6 MumeBa KynTuBHcaHe y IPUCYCTBY
PS y Tpajamy on 24 cara, a 3arum mnperienane TEM-om. TEM je motBpauna ma u
Mmakporutactrka Bennunte (200 nm) uma crioco6HOCT neneTpaimje y henujy (Purypa 17).

KOHTpona PS tpetnpaHe
i%‘ L
S ; . ; '

{

®urypa 17. Penpe3eHTaTHBHE CJHKe TPAHCMHCHOHE eJIeKTpPOHCKe MuKpockomuje. MSC
TpeTHpaHe MOJUCTHPEeHCKHM dectuiiama Bemuuune 200 nm (PS treated) wuTepHamusyjy PS y
CHJI030MCKHMM CTpyKTypama (ctpesmiie). Scale bars 250 nm.
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4.3. AHAJIM3A IUTOKUHCKOTI TIPOPUIIA UMYHCKHUX REJIUJA
NPOTOYHOM HIMTOMETPUJOM

Kaxko 0u ce ucniurano na jim nepopainna npumera PS-MP/NP n3azuBa nnduamatopau oarosop,
aHanmM3upaH je geHornu MMyHCKUX henmja cnesmne. [Iporouna muromerpuja je mokKasaia
3navajHo (p < 0,05) nosehame cexpermje 1L-12p35 u IL-23 y cruieHoOMTHMAa MYyXjaka
tperupanux PS y no3u 0,1 mg/man y nopehemy ca xeHkama U KOHTPOJIHUM KHUBOTHE-AMa
(Purypa 18 A,B). Huje Ouno cratuctuuku 3uadajue (p > 0,05) pasnuike y mpoHeHTYaTHO]
3actymibeHocTH CD3+ mumdonuta xoju npoaykyjy I1L-17 n3mel)y excriepuMeHTaHuX rpyna
(Purypa 18 Bb). Mehytum unTpanenynapHo 00jeme je MmoKazano 3Ha4ajHO HUXKH MporeHar (P
< 0,05) CD3+ henmja koje cekperyjy antuuHbuamatopan IL-10 y cieswHun wmwuiiesa
tpetupanux ca PS-MP/NP (®urypa 18 I'), mTo je yka3ano Ha MOTEHIUjAITHY [IATOTOKCHYOCT
PS-MP/NP nocpeacTBoM HHIYKIUje HH(IamaImje in Vivo.
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®durypa 18. Ananusa hesmja cjie3uHe NPpOTOYHOM HUTOMeTpHjoM. [IporieHTyanHa 3aCTyIJbEHOCT
A) CD3+IL-12p35+; B) CD3+IL-17+; II) CD3+IL-23+ u d) CD3+IL-10+ henuja. Pesynaru cy
NPUKAa3aHu Kao cpejirba BpeanocT + SEM (n = 9 skuBoTHIbA 110 rpymin), *p < 0,05.
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4.4, INTOTOKCHUYHO AEJCTBO ITIOJIMCTUPEHA HA REJIMJE

[Mpukazanu MTT in vitro noganu ykasyjy Ha 3Ha4ajHO TOKCHYHO JiejcTBO PS yectuia Ha henuje
ClIe3MHE HAaKOH TpEeTMaHa y Tpajamy o 24 u 72 cata (®urypa 19). llurorocuunoct PS-MP/NP
j€ 3aBHUCHIIa O] IPUMEH-CHE KOHIICHTpAIH]e U Tpajarka TpeTtMana. Hanme, kynruBanmja henmja
ca yectuiiama Benruuae 40 nm (PS-NP) mpu HWKOj KOHIIEHTpalMju y TOKy 24 cara HHje
MoKa3aJjia CTAaTUCTUYKY 3HauajHy HUTOTOKCHYHOCT. MelhyTum, Beha KoHIIEHTpanuja HaKoH 24
cara nokasaia je 3Haudajuo (p < 0,05) nosehame nurorokcuynoctu (64,61% xupux henmja).
[Tpumenom TpeTmMaHa y Tpajamy o 72 carta, epeKTH Cy OMIIH jOII H3pa)KEeHHU)H, IITO MMOTBphyje
cratuctuukn 3HavyajHa (P < 0,05) OHUTOTOKCHMYHOCT 00€ TPUMEHEHE KOHICHTpAIH]je
nojuctupercke miactuke (83,16% »xwuBux henuja npu xounentpanuju 0,01 ng/ml u 42,91%
npu kounentpaimju 0,1 ng/ml). PS-MP (Benmumue 200 nm) nokasane cy ciuyaH edekar,
OJITHOCHO HaKOH 24 caTa camo je Beha KOHIEHTpalMja u3a3Bajia CTATUCTUYKH 3Ha4ajHy (P <
0,05) mpomeny (41,59%), mok cy mocie 72 cata 00e KOHIECHTpaAlMje 3HAYajHO CMarbhIIe
BujabmHocT henuja (63,61% sxuBux henuja mpu no3u 0,01 ng/ml u 18,16% >xuBux henuja npu
no3u0,1 ng/ml). C apyre crpane, memapuna dectuia Beauunae 40 nm u 200 nm nokasana je
BPEMEHCKH 3aBUCHO cMameHe henmujcke BUjaOmiaHOCTH. MelyTuM, HIKa KOHIIEHTpaIlja je
nmaia Behu edekar o Behe KoHIIEHTpanje Koja u3a3Baia cratucTiuku 3Hadajuo (p < 0,05)
CMambCHhe BHjaOMIHOCTH Tek mocie 72 cata (82,67% Bujabmnnux henmja). Ciudan edekar
MPWINKO TpuMeHe o00a Bpcre PS gectmma (200nm u 40nm) je nmobujen mnpahemem
BHjabuiHOCTH henmja kopumhemem HOpManu3oBaHor hemujckor ungekca (NCI) y peaarom
BpeMeny y cuctemy XCelligence (@urype 20, 21) u kBaHTH(DHUKAIINA]OM HHIYKOBAaHE arloNTo3e.
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®urypa 19. Huroroxkcnunu yrumaj PS-MP/NP na heamje ciae3une. I[uTOTOKCHYHOCT je

u3paKkeHa Kpo3 MPOIEHaT KMBUX helMja 1mocie TpeTMana y JIBe J103€, y Tpajamy o1 24 0HOCHO 72
cara. (*p < 0,05).
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g e : TpeTmaH g i
: =TT ' o 3 : TpetmaH
s =
s 25 s
S S 2
T 2 =
c o
Q Q
c 15 £ 4
z —~Kontpona —KoHTpona
g ! —0.01 mg/ml & —0.01 mg/ml
= 05 —0Amgm = ° ~—0.1 mg/ml
© ©
: =
Q Q
o o -1
T os &
-1 -2 )
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Bpewme, yacosu Bpewme, yacoeu
B 40 + 200 nm PSNPs
4 TpetmaH
g /
&
g2
=
S 1
S0 !
5 i
| ]
g, i KoHTpona
z ! =0.01 mg/ml
5; 4 ! ~0.1 mg/ml
e |
3 H
s 6 '
5 ' [T
(=} ' e |
2 ! 1t111]
-8 0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Bpewme, yacosu
r 0.01 mg/ml of 40, 200 nm 40+200 nm PSNPs D‘ 0.1 mg/ml of 40, 200 nm 40+200 nm PSNPs
6 ' |
$ TpetmaH $ TpeTmaH
- ' T 1
- e .
= g o}
H ] 3
52 s 0L
£ L
= 0 s
3 —~KoHTpona 51 —KoHTpona
£, —40+200 nm < —40+200 nm
3 ~—40 nm g o —40 nm
o o
S 4 200 nm 2 200 nm
[ [=
Q 6 Q
[*] o
T T

-2
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Bpeme, yacosu

-8 ' B
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Bpewme, yacosu

®urypa 20. Kuneruka Hopmanuzoanor heamjexor unaexca (NCI) henmja ciie3une n3JioskeHux
PS-MP/NP pa3an4uTux BeJIMYMHA M KOHIEHTpPanuja y nopehemwy ca KoHTpoaHuM henujama.
(A) 40 nm PS-NP npumemene y koumentparpjama ox 0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml; (B) 200 nm PS-MP
npuMemene y konnentparmjama ox 0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml; (I{) Memasuna 40 u 200 nm PS-
MP/NP mpumemenux y xoumentpamujama ox 0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml. (JT) 40 nm, 200 nm, u
memasuaa 40 nm u 200 nm PS-MP/NP npuMmemena y kormerntpamuju ox 0,01 mg/ml. (E) 40 nm,
200 nm, u memrasunra 40 nm u 200 nm PS-MP/NP npumemena y konrentpanuju ox 0,1 mg/ml.
[Mojenuna4ynu tpermanu PS (A, B) mokaszanu cy oapeljeHy HUTOTOKCHYHOCT, alli 3HAYajHO Mamy Off
meraBuHe PS-MP/NP (II). Hixe xonuentpanuje PS-MP/NP (1) mokasaine cy 3Hadajuju edekart
oz BuIKX KoHeHTpanuja (E).
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®urypa 21. Harn6 nopmamuszoBanor hemmjckor naaexca (NCI) heanja cie3une y 3aBucHoCTH
o1 BpeMeHa u3jioxenoctn hesmja PS-MP/NP paznnuumTux KoHUIEHTpanuja M BeJUYHHA Y
nopehemy ca kontpoanum heanjama. Haru6w, a Tume u crona npomene NCI, ananmzupanu cy y
niepuony on 48 u 72 cara HakoH Tpermana. (A) Hema 3Hauajue paznuke y NCl HarnOy KOHTpOITHHX
henuja u henmuja Tperupanux ca PS-NP (40 nm) y mo3u 0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml. (B) IToBehame
Harn6a 3aBMCHO o 1o3¢e ycien npumene PS-MP (200 nm) y kornentparmju 0,01 mg/ml 1 0,1 mg/ml
y mopelemy ca kouTponama. (IT) Korperman PS-MP/NP (40 nm u 200 nm) 3Ha4ajHo je cMamHo
maru6 NCI camo mpu Hmkoj xomrentpamdjun. (JI) PS-MP (200 nm) cy Ouie eduxacHHje Of
MeIIaBHHE MapTHKYJIa y CMamemky BujabmmHocty hemumja mpu kouertpanuju ox 0,01 mg/ml. (E)
Memapuna PS-MP/NP je 6mna edhukacHmja o mpuMeHe 1mojeanHadnmnx dectuma 40 nm ogrocuo 200
nM y cMamermy BrujabuiHoCcTH henmja kama je kopumhena konmerTpanuja ox 0,1 mg/ml. *p < 0,05
y mopehemy ca KOHTPOJIOM.

4.5. REJIMJE U3JIOKEHE IIOJIMCTUPEHY INOJJIEXKY AIIOIITO3U

24 cara nakoH Ttpermana PS-MP/NP, MRC-5 u MSC-PDL cy mnomueriae CId4HEM
MOPGOJIOIIKUM IPOMEHa, To je youeHo npumeHoM HE Gojema. Hakon Tpermana henmja PS-
MP/NP y xonuentparwmju 0,47 pg/ml, 6uio je eBugeHTHO OyOperme henrja 10K ¢y jempa Omia
Onaro BakyosnusoBaHa (®urypa 22). Ca nosehamwem no3e PS (4,7 pg/ml), henmja cy mocrane
CMamEHOT BOJIYMECHa, CMEXYpaHE M MAacCOBHO OJUICIIJBCHE O IUIACTHKE 3a KYJITHBAIU]y
(®urypa 22) mto cyrepuiiie aa cy hemuje yiuie y arnonrosy.
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MSC-PDL

[ 4 1
0.47 pg/ml 4.7 pg/ml

®@urypa 22. Mopdoaomke npomeie MRC-5 u MSC-PDL unaykoBane npumenom PS-MP/NP
(HE 0ojeme). Tiennje nznoxkeHe 6azannom Meaujymy 6e3 PS (koHTponHa rpymna). hemmje u3noxeHe
0,47 ug/ml PS-MP/NP; yodeHa je KoHmeH3amMja jenpa u HempaBwiHa obmmim hennja. Renwmje cy
uznoxene 4,7 ug/ml PS-MP/NP; henuje cy cMexypaHe 1 IOKa3yjy 3HaKe alonTo3e.

Giemsa 6ojeme je xopuiiheHo 3a Busyenuszanujy amontoze y MRC-5 u MSC-PDL henujama
Koje cy Owie msnoxene Tperupanum PS-MP/NP. Kao mto je npukasano Ha ciaunu XX,
II0CTOja0 j€ JaCHU XUIIEpXPOMAaTH3aM jelipa, arperaiurja uBuua u popmupame TaMHO 000jeHIX
amontoTYHUX Tena y hemmjama koje cy Tperupane PS. Ca mosehamem KOHIEHTparmje
yectuna PS-MP/NP (4,7 pg/ml), 6poj henuja, Boymen u 3anpemuna hesmja cy ce eBUACHTHO
cmamiiin Aok ce Mehyhenujcku mpoctop mosehao, mpu hemy je OWI0 jacHO YOYJBUBO
dopmupame anonroruuHux tena (Purypa 23).
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®urypa 23. Anontoza MRC-5 u MSC-PDL henunja usazBana PS-MP/NP u gerexkroBaHa
Giemsa 6ojemeM. Henuje u3mokeHe OazaaHoM Meaujymy Oe3 PS uectmia (KOHTpoiHA TpyIa).
henuje mnokene PS-MP/NP y kornentpanuju 0,47 ug/ml u 4,7 png/ml.

Anontorcka cMmpT henuja cie3wHe MHIIeBa HM3a3BaHa PS decTwiiama KBaHTH(UKOBaHA je
JIBOCTPYKHUM OojemeM ca Annexin V/mponuaujym jomumom (®@urypa 24 A). henuje cy
tpetupane PS-MP/NP y konnentpanuju 0,01 mg/ml oxnocxo 0,1 mg/ml tokom 24 cata. O6e
koHueHTpauuje PS mmactuke 3Hayajuo (p < 0,001) cy mnosehaBame mpomeHTyaIHy
3acTyIJBEHOCT henuja Koje cy MOJUIeryie paHOj U KacHO] alonTOTCKO] CMPTH y nopehemy ca
HeTpeTupaHuM henujama (koHTposa) (Purypa 24 A). Hajsehu npouenar henuja y panoj paszu
aromnTo3e je 3abene)xeH HaKOH TpeTMaHa PS dectuiiama y xonnentpamuju og 0,1 mg/ml, nok
je HajBehu npoueHar henuja y KacHOj alloNTO3M YOU€H HAKOH TPeTMaHa y KOHUEHTpALUjU O]
0,01 mg/ml (®urypa 24 B).

Kaxko 01 ce ucrnurtana pelieBaHTHOCT To/1aTaka J00ujeHux iN Vitro U HOTBPAMO MPOAONTOTCKH
edexar PS-MP/NP in vivo, kopumthen je TUNEL ecej 3a in situ gerekuujy ¢parmenrarmje
JUHK wu3a3BaHe anonTo3oM y TkUBY cie3uHe. Kao mTo je nokasano Ha ®@urypa 25, nosehax je
crerieH ¢parmenranyje JJHK y obe tperupane rpyne (upue crpenune). Haume, xeHke u
myxjaiu muineBa Tperupanu PS-MP/NP umajy Bume TUNEL mosutuBHux henmja Hero
HETpPEeTUpPaHEe XUBOTHIbE UCTOT ToJ1a (Purypa 25).
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®urypa 24. PS-MP/NP u3a3zuBajy anonrorcky cMpt hesnja ciae3une. (A) PenpeseHTaTHBHE 10T
IUIOTOBH UIyCTpyjy hemuje ciesnne mocie 24. yacosHor u3narama PS-MP/NP y kornenTpammju 0,01
mg/ml u 0,1 mg/ml. henuje cy obenesxere Annexin-om V (Ann V) 1 nponuanjym joquaom (SHrIL.

Propidium iodide, PI) (Ann vier henwje cy y panoj dasu armontose, Ann viprt henmje cy y kacHOj

= — 4k . . .
¢a3u amonroze, Ann V' Pl cy Hekpotcke hienuje). (B) [IpoToOYHOM HUTOMETPH]OM je aHAIU3UPaHa
3aCTYIUBCHOCT henMja y paHoj W kacHOj (asu amomrose. Pesynrarn cy npukazaHH Kao Cpelmba

BpeaHocT = SEM 3a Tpu He3aBHCHA EKCIIEPUMEHTA.
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®urypa 25. PS-MP/NP u3a3uBajy anontorcky cMpT hesmja ciie3une. Penpe3eHTaTUBHU HCSUIH
TKuBa cine3nHe y kojuma ce youaBajy TUNEL-mosutuBHe hemmje. TUNEL tectr 35. nmana
eKCIIepUMEHTa Ha TKHUBY CIlIe3UHE A) HETpPEeTHpaHWX >KMBOTHHA, B) jkeHke Tperupane ca 0,1
mg/mum/nan PS-MP/NP, B) myxjaka tperupanor ca 0,1 mg/mumi/nan PS-MP/NP, (opurunanto
yBenuyame 400X).

4.6. TEHOTOKCUYHU E®EKAT YECTHULA ITOJIUCTUPEHA

O63upom na ce TUNEL tectom o3HauaBa ¢gparmentucana renomcka JIHK, a na waTeH3UTET
00je jemapHor 00jema HHIUPEKTHO opakaBa creneH gparmentanuje JJTHK (50), y nasbem Toky
UCTpaKMBama ucnuTaH je norenuujan PS-MP/NP na u3a3oBy omrehewe JTHK komer Tectom
(durypa 26).

®durypa 26. PenpesentaTuBHe ciuke pena (0eae crpeanne) omrehene JHK cnienomurta
(Komer Tecr). (A) Herpetupane henuje, (B) tpetupane ca 0,01 mg/ml 2 PS-MP/NP, (IT) tpetupane
ca 0,1 mg/ml PS-MP/NP, () 10 mg/ml H20- mo3utusHa kourpoia, (E) 0,5 mg/ml Muromumus I1-
mo3uTHBHA KOHTpoJa. Scale bars = 50 mm.

O6e konrentparuje PS-MP/NP (0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml) 3Hauyajuo cy nosehane GDI y
henujama ciesune (p < 0,001) kao u y nuMpoIMTHMA MUILIEBA HAKOH M3JIaramba y Tpajamy Oj1
24 carta, 1 TO Ha J03HO-3aBUCTaH Ha4YMH, y nopehemy ca HeraTuBHUM KoHTposama (Tabena 7
u Tabeaa 8). Jlok cy koHTponHe henuje Ouie mpeTexHO OBaTHOI OOJMMKa, KoJ hemuja
uznoxxennx PS-MP/NP youeHo je hopmupatse perna, mro ykasyje Ha omreheme JTHK koje ce
noBehapaio ca nmosehameM koHIleHTpanje PS yectua.
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Tabena 7. Tperman MHIIjUX CIJIEHOUTA HaHOIJACTHKOM. HeraTMBHa M MO3MTHBHA
konTpoaa (H202 u MMC).

Bpoj .
hicamja Kaacupukaumja komera GDI
Tperman mean +
0 1 2 3 4 sD
(<5%0) § (5-20%) § (20-40%0) ] (40-95%) | (>95%0)
Heratibita 300 | 8500 [ 1033 | 300 1 067 | 022%
KOHTpOJIa 0.04
ITo3uTnBHA 2.18 £
xontposia H202 (10 | 300 8.33 35.67 17.33 7 31.67 0 07
pg/mL) '
ITo3uTnBHA 230+
KoHTposa MMC 300 0.33 24.67 39.33 15.67 20 0 09
(0.5 pg/mL) '
PS-MP/NP conc. 073 +
0,47 mg/ml 300 48.33 36.33 11.33 2 2 0_'11***
PS-MP/NP conc. Y124
4,7 mg/ml 300 0.67 | 24.00 50.00 13.67 1167 | ogwes
Tabena 8. Tperman Jummponura mnepudepne xkpsu CS7TBL/6 WT mumesa
HaHomacTukoM. Heratusna u mo3utuBHa koHtrpoJa (H202 u MMC).
bpoj Knacudukanuja komera G
henuja 1 DI
Tperman mean +
0 1 2 3 4 sD
(<5%0) § (5-20%) | (20-40%0) ] (40-95%) | (>95%0)
Herarupna 013+
KOHTpPOJIA 300 83.67 14.33 2.00 / / 0 02
ITo3uTnBHA 1.99 +
koHTpoia H.O; 300 2.33 35.33 38.00 10.00 14.33 i
0.10
(10 ng/mL)
ITo3uTnBHA 2954
KkoHTposa MMC 300 2.33 26.00 34.33 18.67 18.67 i
0.04
(0.5 pg/mL)
PS-MP/NP conc. 0.65 +
0,47 mg/ml 300 55.33 35.00 11.00 2.33 0.33 0.12*
PS-MP/NP conc. 2.50 +
4,7 mg/ml 300 / 12.33 43.00 18.33 26.33 0.3 %
*p<0.05, ***p<0.001, cratucTHuYKKM 3HaAuYajHa pa3nMka y Tmopehemy ca HeraTuBHOM

koHTposioM (ANOVA).
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4.7. YECTHUIE NIOJMCTUPEHA MOAYJHNPAJY HUBO AHKCHO3HOCTHU KOJ
MMUIIEBA

O06e mpuMemeHe KoHIeTpanrje PS yecTrila 3Ha4ajHO Cy yTHUIAJIC HA CTENEH aHKCUO3HOCTH KO/
’KCHKM MHIIEBa, ITO je yTBpheHO KopuimhemeM IUPEKTHUX HHIUKATOpa aHKCHO3HOCTH,
VB3Il u BYII3, y tecty orBopenor mosba (df=2, F=19,130 u 9,226); opanna nmpumena PS-
MP/NP y nueBnoj mo3u ox 0,1 mg/ml nosena je mo 3uauajuor (p < 0,01) cmamema oba
nporemena napamerpa (®@urype 27A u 276 ). Hacynpor tome, naeBuu yHoc PS-MP/NP
YeCTHUIlA Y HUXKO] 03U pe3ystupao je 3uauajuum (P < 0,01) cmamemem camo YB3I] (@urypa
27A ). Nako 6e3 3Ha4ajHUX MPOMEHA Y JIOKOMOTOPHUM HHIUKATOpuMa aHkcno3Hoctu y OI1
tecty (YIII u % BK) (®urypa 27B u 27T, F=0,520 u 1,454), ekcruiopaTuBHa aKTUBHOCT
npukazana kao BY y OII Tecty (®urypa 27]1) nokaszana je aHKCHOT'€HH OJrOBOP M3a3BaH
BHIIIOM J1030M Yectuiia miactuke (F=8,550, p < 0,01).
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®urypa 27. Ilapamerpu 100ujeHH y TecTy OTBOPEHOr 10Jba 32 :KeHKe MMIIeBa. YTuiaj PS-
MP/NP na (A) yKynmHO BpeMe IpoBeIeHO Y HeHTpaiHoj 30HH; (B) Opoj ynazaka y meHTpalHy 30HY;
(B) yxkymau npehenu myt; (I') mpoueHar BpemeHa KpeTama TOKOM Tpajama Tecta; () Opoj
ycrpasibama.*o3Ha4aBa p < 0,05, ** o3nauyasa p < 0,01.
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YKIJI Tect, KOju je joll OCEeT/bHBHjU 3a IMpoleHy aHkcuo3Hoctu (Purypa 28), cHaxHO je
notBpauo pesynrare OIT tecta. Hamme, 06a ocHOBHA mHIuKaTopa aHkcuozHoct, Y BOK u
BYOK (®urypa 28A u 28B), 3Hauajuo cy cMameHa (P < 0,01) HakOH MPUMEHEHOT TPeTMaHa
ko1 xxeHkH muieBa (F=22,614 u 14,655). 3a pasznuky ox OIl Tecta, TIOKOMOTOpPHA AaKTHBHOCT
anaimmsupana YKJI tectom je takohe nmpomemena ynocom PS-MP/NP  uwectuna. HMako 6e3
3nauajHe npomene y YIIII (®@urypa 28B, F=0,992), npumena PS-MP/NP dyecTtuna y 103u oz
0,1 mg/ml/nan 3nauajuo je cmammia (p < 0,01) % BK Tpetupanux xxuBotuma y nopehemy ca
KOHTPOJIHUM M Ca JKUBOTHHaMa Koje cy npumuie Hmwky 103y PS-MP/NP (®durypa 28I,
F=16,452). Kona4yHo, Haju3pakeHHju aHKcuorenu oAaroBop Ha PS-MP/NP uectuie npumehen
je TpH MPOICHH SKCILIOpaTHBHE akKTUBHOCTHU kuBOTHIbA YKJI Tectom (®Purypa 28/1-E), rie
Cy CBa TpU UCIHUTHBaHa mapamerpa (0poj ycrnpassbama, Harnmwama 1 YEA enu3oa) 3HauajHO
CMameHU HAaKOH TeToHenesbHe opanHe npumene PS-MP/NP uectuna (F=29,649, 31,663 u
60,970). Ha ucxon npumene PS-MP/NP uectuiia 3Ha4ajHO je yTuIana mpuMermeHa J03a.
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®@urypa 28. [lapameTrpu [00HMjeHHM y TeCTy Y3AMIHYTOI KPCTACTOr JIABUPHHTA 3a KEHKe
mvumeBa. Ytunaj PS-MP/NP na (A) ykymHO BpeMe mpoBeneHo y oTBopeHHM kpaunuma; (B) 6poj
ynasaka y orBopeHe kpake; (B) ykymuu mpehenu myt; (I') mporeHaT BpemeHa KpeTama TOKOM
Tpajama Tecta; (/) Opoj ycnpasibama; (D) Opoj Harumama; (E) 6poj enmzona YEA.*o3HauaBa p <
0,05, ** o3nauara p < 0,01.




3a pa3iMKy O/ )KEHKH MHIICBA, MYy>XKjalll Cy MOKa3aJll aHKCUOJMTUYKU OATOBOP Ha TPETMaH
PS-MP/NP y OII tecty (®@urypa 29). Beha no3a PS yectuiia nosehana je YB3I] tpetupanux
Myxjaka y mnopehemy ca koHTponHom rpynoMm (®urypa 29A, F=4,028, p < 0,05).
Ankcuonutiuky edexar PS yectria 6o je jomr uspaxenuju ananmsupameM bY1[3 (Purypa
29b, F=20,496) u noka3ao je mo3Ho-3aBuctan edekar (p < 0,01), g0k je OMO HEMITO Mambe
U3paXeH y JokoMoTopHuM rHaukaropuma OI1 tecta, kao mwro cy YIIIT u % BK (®urypa 29B
u 29I, F=6,030 u 0,325), rue je camo Beha no3a PS vectuna n3assana nopahame YIIIT (p <
0,05) y mopehemy ca koHTposiHOM Tpyrnom MmuiieBa. O0e mpumemeHe no3e PS dyectuiia
3nauajHo (p < 0,01) mosehasajy ekcruioparuBHy aktuBHOCT y OIl Tecty, u3paxeny kao BY
(Durypa 291, F=27.359).
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®urypa 29. Ilapamerpu 100UjeHH y TeCTy OTBOPEHOT NO0/bA 32 MyXKjaKe MuIIeBa. Y Tuiaj PS-
MP/NP Ha (A) ykymHO Bpeme NpoBeeHO Y eHTpanHoj 30HH; (B) Opoj yina3aka y HeHTpaiHy 30HY;
(B) ykynuu mpehenu myt; (') mporeHat BpeMeHa Kperama TOKOM Tpajama Tecta; () Opoj
ycnpasbama. *o3Ha4aBa P < 0,05, ** o3nayaBa p < 0,01.
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[ToxnHe pa3nuke y HUBOY aHKCHO3HOCTH cy Takohe npumehene npumenom YKJI tecra (Purypa
30). dupexthu nokasatesbu ankcuo3zHoctu y YKJI tecty, YBOK u BYOK, jacHo cy yka3aiu
Ha aHKCHUOJHMTUYKH e()eKaT MOJUCTUPEHCKUX YECTHUIIa KOJ MyKjaka muiieBa (Purypa 30A u
30B, F=22.666 u 7.241. O0e npuMemeHe 103€ YecTHIa 3Ha4ajHo cy npoayxuie YBOK (p <
0,01), ca 3nauajuom (p < 0,05) pazmukoM y 3aBUCHOCTH OJ1 J03¢€, JIOK je camo Beha j03a nmaia
3navajan yrunaj Ha BYOK (p < 0,01). Ciinuan ucxo1 HaKOH TIETOHEIE/bHOT OPATHOT y3UMarbha
PS gectria youeH je y mporeHu jokomotopHe aktuBHocTH y YKII Tecty (purypa 30B u 30T,
F=8,811 u 0,139), rae je camo Beha o3a PS yecTriia nmania aHKCHONIUTHYKY eeKar, H3paKeH
nosehamem YIIII y nopehemy ca korrposom rpymnom (p < 0,01), 6e3 3nayajue npomene y %
BK xon myxjaka mmmeBa. Kao WHIUpEKTHH TOKa3aTresb HUBOA aHKcuozHoctH y YKII,
eBalyallija UCTPAXKMBAYKEe aKTUBHOCTH M3pakeHa kao bY, BH u 6poj enuzona YEA (¢purypa
30/1-E) moTBpauia je MpeTxoHO onrcaH ankcuoauTuuku edekat PS yectuia (F=5.510, 5.776
n 14.444). CBu mnpoLEHEHU HHIUKATOPU EKCIJIOPATUBHE AKTUBHOCTU y OTBOPEHUM H
3arBopeHUM kparuma YKIJI Tecra cy Omnm 3HauajHo moBehanu HakoH mpuMeHe obe moze PS
yectuiia y nopehemy ca xoutponnom rpymom (p < 0,05), 10k je yKymHa eKCIUIOpaTHBHA
aKTHBHOCT KOJI My>Kjaka MUIlIeBa, Takole Outa 3HauajHo nosehana (p < 0,01).
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®urypa 30. Ilapamerpu q00HjeHH y Y TeCTy Y3AMIHYTOI KPCTACTOI JABUPHHTA 32 MYy:KjaKe
mumeBa. Ytunaj PS-MP/NP na (A) ykymHO Bpeme mpoBeneHo y oTBopeHHM kpauuma; (B) 6poj
ynasaka y orBopeHe kpake; (B) ykymuu mpehenu myt; (I') mporeHaT BpemeHa KpeTama TOKOM
Tpajama tecta; (/) Opoj ycnpasibama; (D) Opoj Harumama; (E) 6poj emnzona YEA. *o3nauaBa p <
0,05, ** o3nauaBa p < 0,01.
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4.8. AHAJIM3A EKCIIPECUJE 'EHA

VY nopehewy ca KOHTPOJHHM KHBOTHEaMa, yHoc PS-MP/NP yectuna usza3uBa mpomeHe y
peNaTHBHOj EKCHPECHjH LWJbAaHHX T'€Ha Y aHAIM3MPAHUM Y30pLUMa XHUIIOKaMITyca KEHKH
(®urypa 27 A) u myxjaka (@urypa 27 B) ekcriepiMEeHTaTHUX KHUBOTHHA.

Ha rpadukony ce jacHO MOke youuTH Ja 10K je ekcrpecuja Gaba-a5, Bdnf, Bcl2u Tgf-f
cMmameHa, excripecuja Nrlp3 u Bax rena je 6una nmoeehana (p < 0,05) kox )KEHKH TPETHPAHUX
ca 00e xonmentparje PS-MP/NP (®durypa 31). Penarusna excripecuje Gaba-a5, Bdnf, Bcl2
u Tgf-f rena je Owna noeehana (p < 0,05) kox Mykjaka KOjU Cy OpaJHUM IIyTeM OHJIH
uznoxenu aejctsy PS-MP/NP y neema nozama (@urypa 31). Mehyrum, ynoc PS-MP/NP je
cmammo ekcripecujy Bax u NIrp3 xon tpetupanmx myskjaka.
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®urypa 31. PeraTuBHa ekcnpecrja pa3jinYuTHX FeHAa KO/ KeHKH H My:)KjaKa MHIIIeBa HAKOH
nepopainor ynoca PS-MP/NP y nse konunenrpauuje 0,01 mg/man u ox 0,1 mg/nan. PS-MP/NP
cy maaykoBade Behy ekcrpecujy BAX n NLRP3 kox tpetnpanux »xenku u Behy excripecnjy BDNF
u TGF-b xox Tpermpanux MyXjaka y mopehemy ca koHTpolama. Pe3yiraTu eKCIpecHje TeHa Cy
MIPEACTaB/beHN Kao IpoMeHa y ekcrpecuju MPHK y muspHOM y30pKy, HOpMalW30BaHa IpeMa
pedepeHToM reHy H y OJTHOCY Ha KOHTPOJHH y30pak. [lomamy cy mpuka3zaHu Kao cpeimba BPEIHOCT
+ SEM, *p < 0,05.
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4.9 TEHOTOKCUYHU E®EKAT PS-MP/NP HA XYMAHHUM JIUMO®OLUTUM,
MSC-PDL 1 MRC-5 REJIMJCKUM JINHUJAMA

O63upom na cy PS-MP/NP noka3aine reHOTOkCHYHY eeKaT Ha CIUICHOIMMA U JTUM(OIUTHMA
M30JIOBAaHMM M3 aHUMAJIHOT MaTepyjaia, Halla ujeja je Oumia 1a reHOTOKCUYHOCT UCIIUTaMo Ha
XyMaHOM MaTepHjaiy. 3a OBa UCIUTHBAKA KOPUCTHUIIM CMO JIMM(OLUTE M30JI0BAaHE U3 KPBU
3[IpaBUX JOHOPA, KA0 ¥ KOMEPIIHjaTHE JIUHH]je XyMaHuX (erannux ¢pudpoodnaacra miyha (MRC-
5) u XyMaHUX ME3CHXMMAJIHUX MaTW4HUX henuja nepuomonTanHor jguramenta (MSC-PDL)
(Tadena 9, Tadena 10 u TaGesa 11).

Tabena 9. Tperman Jumdonuta nepudepHe KpBU 3IpaBUX AOHOPA HAHOIIACTHKOM.
HeraruBHa u no3utusBHa koutpoaa (H202 u MMC).

bpoj
Kaacuduxanuja komera GDI
heanja
Tperman mean =+
0 1 2 3 4 sD
(<5%) [ (5-20%) § (20-40%0) | (40-95%) | (>95%0)
Heratusna 0.18
300 83.67 14.33 2.00 / /
KOHTpOJIa 0.03
ITo3utnBHA
239+
koutposia Ho0: 300 5.00 23.33 28.33 14.33 29.00 0.03
(10 pg/mL) '
ITozutuBHA
2.49 £
kouTposa MMC 300 / 11.00 45.67 26.33 17.00 0.08
(0.5 pg/mL) '
PS-MP/NP conc. 0.70 £
300 45.67 40.67 12.33 1.00 0.33
0,47 mg/ml 0.05***
PS-MP/NP conc. 236+
300 / 18.00 47.00 16.33 18.67
4,7 mg/ml 0.06%**
*p<0.05, ***p<0.001, craTucTHUKH 3HAuYajHA pa3iMKa y Topehewmy ca HeraTuBHOM

kouTpoioM (ANOVA).
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Ta6ena 10. Tperman MRC-5 nanonsiacrukom. HeraTuBHa M MO3MTHBHA KOHTPOJ1a

(H202 u MMC).
bpoj
Kaacupukaunuja Komera GDI
heanja
Tperman mean +
0 1 2 3 4 sD
(<5%) | (5-20%0) | (20-40%) | (40-95%) | (>95%)
HeratusHa 0.16 =
300 87.00 10.67 2.00 0.33 /
KOHTpOJIa 0.01
ITo3uTnBHA
227+
koutposa Ho0: 300 1.67 29.00 32.00 15.33 22.00 0.09
(10 pg/mL) '
ITo3uTnBHA
2.20 £
KoHTpora MMC 300 3.33 32.67 28.33 11.67 24.00 0.08
(0.5 pg/mL) '
PS-MP/NP conc. 0.75 +
300 53.00 26.00 16.33 2.67 2.00
0,47 mg/ml 0.05***
PS-MP/NP conc. 214 +
300 6.00 26.33 34.67 13.67 19.33
4,7 mg/ml 0.04***
*p<0.05, ***p<0.001, crarucTHYkK 3HayajHa paszduka y TMopehemy ca HeraTUBHOM
kouTposoM (ANOVA).

PS-MP/NP cy mokazane reHoTokcuyHu edekar Ha XxymanuMm hemmjama MRC-5, 3HauajHo
nosehasajyhu GDI y 0o6e xonuentpanmje (0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml) y oanocy Ha HeratuBHy
koHTpoay (¥*Pp<0.05, ***p<0.001) anasoruo TpeTMaHy Ha MUIIHjuM hennjama.

®durypa 32. PenpesentaruBHe ciuke Komer tecta Ha heamjckoj Junuju MRC-5 Hakon
TpeTMaHa HAHOMJIACTHKOM. A) HeratuBHa koHTpoina; B) PS-MP/NP conc. 0.47 mg/ml H2O; B) PS-
MP/NP conc. 4,7 mg/ml; I') nosutuBHa kouTposa HoO»; 1) mo3utuBHa kouTpoia MMC.
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Tabena 11. Tperman MSC-PDL nanomiacTuxkom. HeraTuBHa M MO3MTHBHA KOHTPOJ1a

(H202 u MMC).
bpoj
Kaacudpukauuja komera GDI
heanja
Tperman mean +
0 1 2 3 4 sD
(<5%) f (5-20%0) | (20-40%) | (40-95%) | (>95%)
Herarupna 0.18
300 | 86.00 10.33 3.00 0.67 /
KOHTpOJIa 0.02
Ilo3utuBHA
2.45 +
koHTposia HoO2 300 / 24.00 33.33 16.00 26.67 0.17
(10 pg/mL) '
Ilo3utuBHA
2.42 +
koHTposia MMC 300 | 1.67 17.33 43.00 13.33 24.67 0.03
(0.5 pg/mL) '
PS-MP/NP conc. 0.83 +
300 | 40.67 41.00 13.67 3.67 1.00
0,47 mg/ml 0.11%**
PS-MP/NP conc.
300 / / / / / /

4,7 mg/ml

*p<0.05, ***p<0.001, craTucTiuky 3Ha4ajHa pa3irka y nopehemy ca HeraTHBHOM KOHTPOJIOM

(ANOVA).
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5. JMCKYCHJA

Pesynratu oBe ctyauje mokasyjy aa PS-MP/NP marte per 0S nposiaze Kpo3 JUIeCTHBHU CUCTEM
cucapa, aKyMyJupajy ce y pa3IMYUTHM TKHBHMA, YTUYY Ha XOPMOHCKH M HH(IaMaTOPHU
CTaTyC 1 NoHalmamkC TPCTUPAHUX CKCIICPUMCHTAIHUX KUBOTUIHLA.

PS-MP/NP cy nerekroaBeH y KHINH, Ba3ayXy, 3¢MJbH, CHErY, COJIH, BOIU U3 CIABUHE U
¢dnamupanoj BoaM, MUBY, 4ajy, Medy, IIapraperny, 3eJICHO] calaThH, KPOMITUPY, OpPOKOIHjy,
jabykama, kpyikama, puou (51,52,53,54,55,56,57), a kpo3 naHai HcXpaHe YSCTHUIIE TUTACTHKE
npoaupy y kuBe opranusme (58,14) yxspyuyjyhu u spyne (59,60,61). 36or mmpoke npuMene,
MOJTUCTUPEH Mel)y TulacTHYHNM MacaMma TpejcTasba JeIHOT O]l TIIaBHUX 3araljiiBaua >KUBOTHE
cpenune (14,37). Hoaatna wusnokeHocT PS-MP/NP  nacraje mpuinkoM KOHTakTa ca
BEIITAaUYKUM OojamMa M rpalleBUHCKMM MaTepHjajioM, MaTepujajoM 3a H30Jalujy, TYMEHUM
0JIOBMMa, Ka0 U TOKOM paja Hekux 3 /] mrammaya win TokoM TeToBUpama (62,63,64,65,66).
3anamyjyhe je a ce MOJMCTUPEH Hajda3u Kao KOMIIOHEHTAa MEeAMjaTPHjCKOT JieKa 3a OpajHy
NpUMEHY, COIMjyM- PS-cyndoHara, Koju ce KOPUCTH 3a JICUCHE BUCOKOT HUBOA Kaujyma (67).

Ycenen nokasa o cse Behoj akymynamuju PS-MP/NP y opranu3My BoJ€HUX KHBOTHIbA paljeHa
Cy TapayiellHa WCTpaKWBamba Ha KOIHEHWM cHcapuMa. HeKonMKo HeJaBHHX CTyIuja je
nmokazano jga ce PS-MP/NP akymynupajy y paznuuntum opranuMa riogapa (13,68,69). 3aro
IITO HajMame YeCTULE NMOKa3y]y HajBehy akymymanujy, yHOC HaHOUECTHUIa KpPO3 TUT€CTUBHU
TPaKT U BUXO0BA J1ajba aKyMyJlallija 3aXTeBajy Jajba HCTPaKHBamba Kako O ce JOII0 A0 HOBUX
Ca3Hama O BUXOBOj aKyMYJIAlHjH, ¥ €BEHTYaJIHOM YTHIIA]y HA IMOHAIIAbE.

VY 0BOj CTyAMjH MMOKA3aHO je Ja HaKOH opaiHor y3umama PS-MP/NP semmumnne 200 nm u 40
nm arperupajy y JyMeHy LpeBa TPETHPAHHX MHUINIEBA, IITO je y CKIAAY ca MPETXOTHHM
cryaujama. 3Ha ce ma PS-MP/NP uszasuBajy nmpomene 1pesae mukpoouote (70), nakie moryhe
je ma ayxe 3aapxaBame PS-MP/NP y nymeHy npeBa Moke H3a3BaTH KOMOMHOBAHE TOKCHUYHE
edekTe, Kao HIIP. OKCUJAATUBHU cTpec, HHpIamalujy u Meradosnuke nmopemehaje. Takohe je
mokazano jga PS-MP/NP npomupy u y ipyra TKMBa HaKOH aKyMYyJIalldje y TUT€CTUBHOM TPAaKTYy.
Mana MexaHu3aM joIll YBEK HUje pa3jalllibeH, MPUKa3aHu Pe3yJITaTH MMOAPKaBajy XUIIOTE3y Ja
PS-MP/NP npoaupy kpo3 enureiany Gapujepy LpeBa ¥ TPAHCIIOPTYjy Ce y Apyra TKHBa Kpo3
cHcTeM 3a IUpKynanujy. HenoBHO je moka3zaHo, KopunihemeM IUTypUIIOTEHTHUX MaTHYHUX
henuja ¥ IpeUMILIAaHTAMOHUX JBYACKUX eMOproHa 1a diayopecuentHe PS-MP/NP Benununte
200 u 40 nm ymnase y hemuje u dopmupajy arperate u xerepoarperare (71). YV oBoj
JMCEpPTaLUjU, Cy KOpHIINCHEM KOXJIeapHHUX eKCIUIaHaTa Kao JOoJaTHHX IN VItro cucrema,
ucniutane nocneaune uatepakuuje PS-MP/NP ca henwjama yHyTparimer yxa, U Takohe
JICTEKTOBAHM arperatu M xerepoarperatu PS uectuiia y ceH3opHHM ciymHHM henujama ca
mauniama. KoxiieapHu eKCIUIAaHT CIY)KM Kao BaKaH CKCICPUMEHTAIHU MOJENI Y
UCTpaKuBamwy ciyxa (42) jep npeacrasiba 3D kynTypy koja omoryhaBa ojakiiany eBajiyarujy
henujckor oroBopa Ha ekcriepuMeHTanHu TpeTMaH (43).

KoH}okaaTHOM MHKPOCKOIHjOM MOJUCTUPEHCKE YECTHUIIE Cy YOU€HE y BE3UBHOM TKHBY KOje
okpyxkyje cemunubpepue kanammhe (lat. tubuli seminiferi), koju yksbydyjy eHIOKpHHE
(JIejnurose) henuje. Yak u mocse KpaTKor u3narama, yectuie PS ce akymysupajy y Tectucuma
MUIIEBA HU3a3uBajuhy MHQIaAMalM]y, CMamkEeHE KBAJUTETAa CIEPME U CMambeme HHUBOA
TecTocTepoHa (72) mTo OM MOrj0 OUTH Y3POKOBAaHO CMACH-EHEM AKTUBHOCTH €H3MMa,
cyknuHat gexunaporenaze (SDH) u makrar gexuaporenase (LDH) oaroBopuHux 3a
Mmetabonmzam criepme (73,74,75,76). TecrocTepoH, HajBaXHHUjH aHJPOTEH KOJ MyIIKapara,
urpa BakHy yJory y cuepmarorene3u. CMameH HUBO TECTOCTEPOHA je Y CHAXKHO] KopeJaluuju
ca ¢yHkumoHamHuM omtehemem y Tectucuma u Jlemaurosum hemmjama. Tectoctepon
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cunretuiny u Jyde Jlejaurose henuje. Jlyremnusupajyhu xopmon (LH), koju ociobabha
npenmu pexam xunoduse, Besyje ce 3a LH peunentop (LHR) xoju ce Hanasu Ha memOpanu
JlejnuroBux henuja, mro moBomu g0 mnoBehanor HuBoa cAMP. To y3opkyje akTHBaImjy
nporenH kuHaze A (PKA) u moBehame HUBOA CTEpOUIOTEHOT aKYTHOT PETYIATOPHOT MPOTCHHA
(euru. steroidogenic acute regulatory protein, StAR) u crepoun cuntase (P450scc, P450cl7,
3B-HSD, 17B-HSD). [enoBamem StAR, cimo0oaHH XOJeCTEpPONS y I[HUTOIIa3MH Ce
TPAHCIIOPTYje O]l CIOJhalllhe MEeMOpPaHe MUTOXOHPHja Ka yHYTpalImoj Mmemopanu. P450scc
KOHBEPTYj€ XOJECTEepOJ y TMPETHEHONOH. [IperHeHONOH CEeKBEHLHWjaIHO yla3H Yy
SH/IOTUTa3MaTCKH peTUKyIIyM, rae ra P450cl7, 33-HSD u 17B-HSD nperBapajy y TecTrocTepoH
(77). Y HenaBHO 00jaBJbEHO]j CTYIH]HU j€ MOKA3aHO Ja repopaina npumena PS-MP Bennunne
0.5 pm, 4 pm, and 10 pm y Tpajamy ox 180 mana y konuentpanuju 100 pg/L u 1000 pg/L
Y30pKYj€ PEerpoIyKTUBHY TOKCHYHOCT KOJ My>Kjaka mumieBa. Excripecuja LHR, crepounnux
ensuma U StAR je Ousa 3Ha4ajHO CMamEeHA KOJ TPETHUPAHHMX JKUBOTHHHA, U 3aBUCUJIA € O]
pUMEHEeHEe KOHIIEHTPAIH]je TIOMUCTUPEHCKUX MapTuKya. VMicta rpymna ayropa je moTBpamia aa
PS-MP cmamyjy ekcripecnjy StAR waxuOupajyhn akruBammjy AC/cAMP/PKA curnamHor
nyta (77). ITopen Tora, nmpekomepHa excnpecuja LHR je yonaxkuiaa cMmamerme HuBoa StAR,
CTEPOMIHHUX €H3MMa M CMamemhe TecTocTepoHa u3a3BaHo PS-MP, mro je moTtBpamio
MeXaHU3aM TOKCHYHOT JIeJIOBamka TOJMCTUPEHA Ha TIOJTHE XJie3/ie crcapa. Hekonmmko cryamja
je mokazayio PS mapTukyiie u3a3uBajy OKCHJIATUBHU cTpec He camo rnoBehameM HIHBoa ROS u
LPO Beh u cmamemem antnokcuaatuBaux ensuma (CAT, SOD, POD) (78). [Ipumehero je u
na je mpodun aumuaa nopemMeheH, Kao M J1a je CMameH YKYIHH CapiKaj] MPOTeHHA KOJ
TPETUpAaHUX oOpraHm3ama. PS 3Ha4ajHO CMamyje eKCIIpecHjy CTEepPOMIHUX EH3UMa W
KOHIICHTpAIIM]y TOJHUX XOPMOHA, IIITO 3a MOCIEAHILy UMa CMameH Opoj, TOKPET/HUBOCT H
BUTAJHOCT criepmato3ousa. [lopen Tora, youeHe cy M 3HauajHE XUCTOIMATOJIOIIKE IPOMEHE Y
TKUBUMA TECTHCA, KOje yKa3yjy na PS mHayKyjy mporpamupany henmjcKy CMpT amomTO30M.
CBe HaBelieHO, 3a TOCIICIUILY MMa aHTHAHAporeHW edekar PS maptukyna m aucyHKIHU]y
Tectuca kon namosa. [Topemehaj mponsBoame aHapOreHa MOXKe OUTH CHEIU(UIHO Y3pOKOBaH
nupekTHUM aenoBambeM PS-MP/NP, a pesynratu oBe amcepraiije ykasyjy Ja Kopesamujy
n3Mmely xopMmoHCKe HepaBHOTEKE U (PyHKIIM]a UMYHCKOT CHCTeMa He Tpeba 3aHeMapuTH.

30or Benumke MOBpIIMHE M coenuduuaux Kapaktepuctuka, PS-MP/NP  wucmosbaBajy
MMYHOMO/IYJIATOPHO JICjCTBO W MPOMOBHIIY CTBAPaHE CIO00JHUX KHCEOHHMYHHX pajrKaa.
Hekonuko HemaBHO 00jaBJbeHUX CTYyIWja MCTPAXHUBAIO je MMyHOMopayjiaTopHe edekre PS
MapTUKyJIa Pa3IHYUTHX BEJIWYMHA, MehyTHM TadyaH MeXaHH3aM HUXOBOT JIeJIOBama HHUjC
pazjamimeH. JloOpo je Mo3HaTo Ja MOJMCTUPEH UMa M3pakKeM HEraTWBaH YTHIA] HA UMYHCKH
CHCTEM BOJICHHX )KHBOTHIbA. Bergami u capaauuiy cy nokaszanu aa PS-NP ytuuy Ha ypohenn
HMYHCKH OJI'OBOP AHTapKTHYKOT MOpcKor jexka Sterechinus neumayeri. PS-NP 3uauajHo
cMamyjy (arouuTHH KamamuTeT W U3a3Bajy UH(IAMATOPHU OJIrOBOP, OKCUIATUBHU CTPEC W
UHIYKYjy amomTo3y KOJ TpeTupaHux skuBotumba (79). In vitro TecroBu ¢yHKIHje
HEYTPOPHUIIHUX TpaHyjouuTa cy Kopuimihenu na Ou ce mnpomenuo edexar PS-NP
KoHIieHTpanuje 0,1 Ur/pWi Ha UMYHCKH CHCTEM CIIATKOBOJHUX puba, Mojelia KOjU Ce 4eCTo
KOPHUCTH 3a TOKCHKOJIOIIKAa UCHHUTHBamwa. M3narame HeyTpoduia PS yectuniama nzaspaio je
3HauajHO ToBehame OKCHIATUBHE aKTUBHOCTH W WHAYKIH]Y OKCHIATUBHOI Tpacka
HeyTpoduia, ocnobdahame mpuMapHUX rpaHyia U UCITYIITamhe eKCTpalelyIapHe HeyTpopHIHe
mpexe (enri. neutrophil extracellular traps, NETS), moteplyjyhu na monuctupeH ucnosbaBa
npouH(pIaMaTopHy akTUBHOCT W omera mMyHH cucteM (80). Ocum Tora, yak U TOKOM
KpaTKOTpajHe KyjiTHBaluje, aMuHO-MoaudukoBane PS-NP n3asBane cy 3HauajHO cMameme
CTaOMIIHOCTH JIM3030MCKEe MeMOpaHe 3aBUCHO O] KOHIIEHTpaIlije U Ty KUHE Tpajarmba TpeTMaHa,
Kao M HyKJeapHe MPOMEHE CIWYHE aroNTo3u y (parouuTHMa MEIUTEPAHCKOT MOPCKOT jexa
Paracentrotus lividus (81).

48



Jlocanamma UCTpaXHBamba YrJIaBHOM cy Omia (oKycupaHa Ha BOJAEHY CPEAMHY, a IOCTOjU
caMO HEKOJIMKO CTyadja Koje ucnutyjy mretHe edekre PS-MP/NP Ha uMyHCKH cucTeMm
KOITHCHUX JKUBOTHIbA U JbyU. [Toka3zano je ma ce PS-NP (<200 nm) uaTpakyTaHo yOpusraHe
y 3aAly HOTY MHIma Op30 IpeHupajy y JUMGHH YBOp TIE HMX INPEY3UMajy PE3UJICHTHE
nenapurcke hemuje u makpodaru (82). Mmyncke henuje npey3umajy HaHOYECTHIIC
¢arommTo3oM mytem crnenupudHe HHTEpaknuje ca penentopom CD64, xoju je crienuduaHo
SKCIIPUMUPAH Ha HBUX0BOj NoBpuiuHY (15). Makpodaru ka0 KOMIIOHEHTE YPO)EHOT HMYHCKOT
crcTeMa Cy OATOBOPHHU 3a pasrpajikby CTpaHUX MaTepHja yKJbydyjyhu HaHodecTHIle, Kao u 3a
CEeKpelyjy IMTOKHHA U Tpe3eHTannjy anturena T mumbonutuma, nemyjyhu Ha Taj HAUMH Kao
Be3a wu3Mel)ly ypoheHOr W aganTUBHOI MMYHCKOT OAroBOpa. Makpodaru ce Mory
TpaHcpopmucatu y kiaacuuHo aktuBupane (M1) makpodare, koju cy npouHQpIaMaTOpHH, UK
antepHaTuBHO akTuBUpaHe (M2) makpodare, koju cy anTunH(pramaTopHu. [lakie, paBHoTeka
M1/M2 je xJpyuyHa 3a oAp)kaBame xomeocra3e TkuBa. [lokazano je ma PS-NP He yrtuuy Ha
BHja0MITHOCT XyMaHHUX Makpodara HUTH Ha ekcrnpecrjy M1 mapkepa CD86, NOS2, TNF-a u
IL-1B (83). Mehyrum, y M2 wmakpodaruma, MoJHCTHPEHCKE NApTHKYJE Cy YTHUIAJIC Ha
excripecujy perieniropa CD163 u CD200R, kao u Ha mpoaykuujy IL-10 (83). HMcra rpymna
HCTpaXKHBaYa je TMoKasajga Ja aMHHO-(QyHKIuoHam3oBaHe PS-NP wHxuOupajy daromurosy
oaktepuje Escherichia coli om crpane o6a Tuna makpodara, M1 u M2 (83). PS-NP
Moau(pukoBaHe Ha KapOOKCHIIHOM Kpajy HUCY yTulane Ha garonuto’y M2, anu cy nosehane
cekperrjy TGF-B1 ox ctpane M1 u HuBoe ATP-a y M2 makpodaruma (83). [Toganm jacHo
yKa3yjy /a 4YecTHIIe MOJUCTUPEHA MOIYJIHPa]y YpOheHH UMYHCKHA OJTrOBOP IPOMOBHIIYhH
noyiapu3anyjy  JbyACKMX Makpodara oJ anTepHaTUBHO akTtuBUpaHux (M2) g0
npoumdnamaropaux (M1) makpodara, 6e3 yruraja Ha (M1) mapkepe (83). IlltaBuire, PS
CTUMYJIMIIY UMYHCKHA OJITOBOpP IMPOMOBHCAamkEM helnjcKOr MMyHHUTETa OO3MpOM Ja WMajy
3HaYajaH yTUIAj Ha EKCIPECcHjy mpoumMdaaMaTopHuX rena, ykibyayjyhu IL-8 u IL-6 (14, 84).

EnmonmTosa je ocHoBHa (pyHKITMja Makpodara KOjoM C€ OCTBapyje YHUIITaABalkbe U HaKHAIHA
Jerpajanyja MHreCTUPaHUX MUKPOOa WK aloreHUX MaTepHjaia. Xia v capaJHuI CY OTKPHIIH
na PS-NP mmjamerpa 30 nm wuWHTEpHaAIM30BaHE Yy €HI030M Makpodara, CrpedyaBajy
pPEIUKIINpamke eH030Ma Ha3aj Ha MOBpIIMHY henuje u TuMe cripedaBa j1eo0y henuje Ha nBe
hepke henuje (85). [dakie, mopen BHXOBE CIIOCOOHOCTH Ja MOIYIUPajy PeHOTHIT U GYHKIIH]Y
Makpodara 06e3 aupekTHor TokcuuHor edekra, PS-NP mory mHaykoBaTtd u ¢dopMupame
IF€HETCKU HeCTaOMIHUX OMHYKJIIeapHUX Makpodara.

Hanomnactika mmMa HapoO4YMTO BEIHMKH YTHIQ] HA HeyTpoduie, uMajyhm y BHIY HUXOBY
darouuTHy ynory, U JeJOBame Ha MpPBOj JUHHUJU OA0paHe OJ MOTEHIUjaTHO TOKCHYHUX
areHaca. MurtpaTtpaxeanna amnukanuja aujamerpa PS-NP 64 nm 3nauajHo je mosehana
unpaykc HeyTtpoduna y muyha mamoBa u mnobehana mapamerpe 3amajbema Iulyha 'y
OpOHXOANIBEOJIAPHOM aCIHPATY, Kao IITO je aKTUBHOCT JIAKTAT jAexuaporeHase (86).Y ckiany
ca pesyJTaTiMa A00ujeHuM N Vivo, kaaa je Xxymana henujcka nmuauja iyha A549 tpetupana
ca PS-NP, npumeheno je 3Hauajno moBehame mpousBoame |L-8, kao u Beha okcumarmona
aktuBHOCT (86). Forte u capaguunm cy ucnutanu yrunaj PS-NP Ha mpoaykuujy HuTOKHHA
BOXHHX y MATOreHE3H 000JbeHha racTpouHTeCTHHATHOT TpakTta (84). IlokaszaHo je ma PS-NP
yTHYY Ha €KCIIPECHjy TeHa KOjU KOAUPajy MpouH(pIaMaTopHe IUTOKUHE YKJbyuyjyhu IL-8 u
IL-6 y henujama xymaHor ajieHOKapIiHOMa xeiyna (84).

Kon 3e6puna (enrn. Zebrafish; lat.: Danio rerio), PS-MP/NP y3pokyjy 3HauajHe mpoMeHe y
MUKPOOHOTH I[peBa MU METAa0OIMYKOM Npoduily TKHBa, a CBE OBE NPOMEHE MOBE3aHEe Cy ca
undnamarjom (87). Takohe, mpumehena je moeehana excripecuja rena 3a IL-8 xox mamosa
HaKOT U3JIarama Ba3ayxy y KoMe cy Ouie npucytHe PS uectune paznumuntux Benmnuuna (88).Y
CKaxy ca OBUM, Noka3aHo je na PS-MP/NP wu3a3zuBajy MMYHCKM OIrOBOp MPOMOIIM)jOM
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henmujckor umynureta. [lomanu oBe cTyauje oka3yjy a je UMyHOCTUMYJIATUBHU edekat PS-
MP/NP in vivo npahen moBehanom cekpernjom npounduamaropaux I1L-12p35 u IL-23 u
cmameHuM npucyctBoM CD3+ henmja koje cekperyjy antunnpiaamaropau 1L-10 y cnesunu
muineBa tpetupanux PS-MP/NP. OBu pesynraru cy y ckiany ca pe3yiraTHMa IPETXOIHUX
CTyIWja Koje ToKa3yjy na cy PS decruile MOTEHIMjaIHU MMYHOJIONIKH CTHMYJIAHCH KOjH
noBehaBajy TNF- o u IL-6 (41).

Hakon pesynrata KOH(OKaJIHE MHKPOCKONHje KOjOM je 3a0elie)keHa MHOTa Marmba
ayrodyopecieHndja y cine3uHu MumeBa Tperupanux ca PS-MP/NP y mnopehemy ca
HETpETHpPAaHUM >KHBOTHIbaMa, Toka3aHo je aa PS-MP/NP umajy nmtoTrokcuuHe edexre Ha
henuje cnesune. Melytum Hajsehu npouenar henuja y kacHoj anonto3u npuMeheH je HakoH
Tpetmana PS yectumama y konnentpamnuju o 0.01 mg/ml, mro notBplyje mpeTnocTaBky na
PS uectune umajy UUTOTOKCHYHM e(eKkaT KOjU 3aBUCH O] BEJIMYMHE 4YeCTHulla, 00JMKa U
mrxoBe koHieHtpammje (89,90). HacympoT Tome, HMXE  KOHIEHTpamuje uMajy Behy
IUTOTOTOKCMYHOT 0J BuinuX KoHieHTpaiwja (90). Takohe, MOTBpAMIM CMO Ha OCHOBY
kuHeTHke HopMmanu3oBaHor hemujckor unaekca (NCI) na epexar PS-MP/NP 3aBucu u on1 no3e
Y BpEeMeHa.

Kao mo je panuje momenyro, npucyctBo PS-MP/NP Takohe mosehaBa mpoussoamy ROS
(enrn. Reactive Oxygen Species), koju ce cMmarpajy HHIMKAaTOpHMa heNujcKor crpeca.
Hekonuko cryauja je nonpuHeno 0o/beM pazymeBamby IUTOTOKCUYHOCTH HAHOIIACTHKE Ha
HUBOY henvje y CMHCIYy OKCHUIATHUBHOI cTpeca (HMCIUTUBAKEM YTHLAja Ha MPOLYKIH]Y
PEaKTUBHHMX BPCTa KHCCOHHMKA) M BHjaOMJIHOCTH HEPBHUX M emuTeNHHX henuja voBeka (91).
30or moBehane renepanuje ROS u crpeca enmgorasmarckor pertukyiayma, PS-MP/NP
WHIYKY]y ayTodarujy muimijux Makpodara (hemujcka nuanja RAW 264.7) u XxymaHor enurena
miyha (hemmjcka nmuamja BEAS-2B), akruBammjom AMPK/AKU/MTOR curaamHor myra
(92,93). Hamouectuiie MmoiuMcTHpEHa aKTUBUPAjy JOHCKE KaHajge y henujama mayhHOr
napeaxuma yoBeka. [Ipumena PS-NP Bennumne 20 nm n3a3Bana je akTuBammy 0a3ojaaTepaHuX
K" kanana u crumynucana cekpenujy jona ClI™ u HCO3™. Ou Hanasu ykasyjy Ja HAaHOYECTHUIIE
MOJIMCTUPEHA MOTY HWMAaTH CIIOCOOHOCT Ja yThuy Ha (yHKOWjy enutenHux henmuja u
¢dbusmonomke nporece. Takohe, mornoaucnepsne PS naptukyne Benmnuune S00 nm CTUMYIJIHIITY
CTBapame Cynepokcua aHjoH pamukama (Oz ) y xymanum hemujama jerpe (94). Jakie,
paszymeBame Moryher hennjckor U MoJieKyJIapHOT MEXaHH3Ma OATOBOPHOT 3a IITETHE edeKTe
PS-NP nHa mmyHCKe henuje ¥ OKCHIATHBHY PaBHOTEXY IN VIVO je 01 K/bYYHE BaKHOCTH 3a
MpOHaNaKeHhe HajOOJber MPHUCTYIA 33 CMAlkEHhe WIHM MOTIIYHO YKUJame INTETHUX edekaTa
MOJINCTUPEHCKE MIIACTHKE Ha JbYACKO 3/IPaBJbe.

HcrpaxuBama y HAHOTOKCHKOJIOTHjH Cy TIOKa3aa Jja HAHOYECTHIIE TUTAHU]jYM JHOKCHIa MOTY
n3a3BaTy MHIUPEKTHO omreheme cTBapambeM ROS, a Takohe Mory TUpekTHO /1a MHTeparyjy ca
JJHK u nma wuzazoBy meno omteheme (95). MelyyruM, MexaHu3aMm KOjH JIEKH y OCHOBH
TeHOTOKCHYHUX e(ekaTa MUKpOUYeCTHIa TOJMMepa IUTacTuke, nocedbHo PS, Huje mormyHO
jacaH. 3a pa3aMKy OJf XEMHJCKUX jelIumeHmha Koja Mpoaupy y henujy ¥ AUPEKTHO WIH
MHAMPEKTHO MOKpehy mpolece yHUIITaBawmba reHoma, PS-MP cy xemujcku MHEpTHe, IITO
3Ha4ajHO OTeXaBa HMHTepHpeTanujy aoOujeHHx pesyiarata. BehunHa wuctpaxuaua,
o0jammaBajyhu pasnore Moryher reHOTOKCHYHOT e(eKTa MHUKPOIUIACTHKE, CKpeHyja je
NaXmkby Ha CIOCOOHOCT TAaKBMX YECTHIA J1a MHIYKYJy moBehaHo ctBapame ROS y henujm,
n3a31Bajyhy Tako OKCUIATUBHU CTpec. AKTHBAlMja aHTHOKCUJATUBHOT CUCTEMa je mpoHaleHa
y MOJENCKUM EeKCHEpUMEHTHMA KOjU HCIUTY]y e(eKTe MHKpPOIUIAaCTHUKE Ha BOJCHUM
opranuzama. Cmarpa ce Ja Cy BUCOKO PEaKTHBHU DPAJUKAIU TJIaBHU Y3POK OKCHJIATHMBHOT
omrteherma u npekuaa nanana monekyna JJTHK (96).
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I'eHoTOKCHMYHN e(eKTH MHUKPOYECTHIAa IUIACTUKE Cy HCIHTAaHU YIIIaBHOM HAa MOPCKHUM
Oecknumemanuma. [IpBe q0kaze 0 TeHOTOKCHYHOCTH TUIACTHYHUX MUKPOUYECTHLIA TIPYKUIIE CY
eKCIIEpUMEHTAIHE CTYy/Ije Ha MOPCKUM IIKoJbKkama. Pezynratu Komer tecta Ha xemonuruma
narmu Mytilus galloprovincialis u Scrobicularia plana nokasanu cy nmosehan 0poj npekuaa
JIHK nanana HakoH TpeTMaHa mukpouectuiiama miactuke (PS u PE) (97). MnTepecanTtHo je u
To nma je youen nsodasum oxroop JIHK na nmejctBo PS-MP: mocne 7 nmana tpermana,
npumeheno je cmameme omrehema JIHK, y mopehemy ca kortposom, anu ce omreheme JJHK
apaMaTyHO noBehano HakoH 26 nana m3narama (98). Omrehemwe JJTHK Mopckux opranuzama
WHIYKOBAaHO CBaKOJHEBHOM M3JIokeHomhy memaBuan 4dectuna miactuke (PS, PE, PP) je y
HEKOJIMKO CTY/IMja MOTBP)eHO Kao MpOMeHa Ty)KHUHE perna KoMeTe y 0JIHOCY Ha KoHTpoiry. CyH
u capagauii (99) cy cymupanu JOCTyIHE MOJATKE y JIMTepaTypH M MPYXWIn yOelbhBe
J0Ka3e, 3aCHOBAaHE HA METa-aHAIM3H, J1a MHUKPOYECTHUIE IIACTUKE Y EKOJIOMIKH PEaTHUM
koHneHtpandjama (<1 mg/L, cpenwma Bpemnoct ~0.5 mg/L) mnokazazyjy 3HavajHa
IF€HOTOKCHUYHA CBOJCTBA MPU MHTEPAKLIMJU ca BOJEHUM opranmsmuma. OBo je OMiIo jacHO He
caMo0 Ha OCHOBY KoMeT MeTojie, Beh u u3 nmosehama 6poja MUKpOHYKIIEyCa.

Pesyntatu oBe NOKTOpCKE aucepTranyje IO NpBU IMyT MOKa3zyjy TEHOTOKCUYHH edeKaT
MOJMCTHUPEHCKUX YecTriia Mukpo- (200 nm) omHocHO HaHO-MeTapcke Beamuune (40 NmM) Ha
hemjama cucapa. O63upoM /1a je TeHOTOKCHYHOCT KPUTHYAH (DaKTOp Y MPOIEHH HAHOUECTHIIA,
kopuirthed je Komer TecT, KOju ce MIUPOKO KOPUCTH y €KOTOKCHKOJOIIKMM CTyIHjama Kao
oceTJbUB anar 3a npoueny omrehewa JJHK y nojennnaunum eykapuorckum henujama. Cmatpa
ce J1a je oBaj MoJieKyJapHu npuctyn 35 10 50 myTa oceT/bUBHjHU 0] OMJI0 KOT OMoMapkepa Koju
Ce€ KOPHCTH 3a MPOIIEHY CTeTIeHa TOKCHYHOCTH Ha HUBOY OpraHu3ma (Kao IITO j¢ BUjaOMITHOCT,
penponykuuja u pact). [lokazano je ma PS-MP/NP unnykyjy omrehema JIHK henuja
AQHUMAJTHOT MOPeKJia (CIICHOIIMTA U30JI0BAHUX M3 CIIC3WHE MUIIIA, TUMQOIUTA H30JI0BAaHUX U3
nepudepHe KpBU MHUIIeBa), anu je motBpheno u omrehewe JTHK xymannx henmmja: detanamnx
¢budpobdnacra miyha (MRC-5), XymaHHX ME3CHXUMATHUX MAaTHYHUX hesrja mepruooHTaTHOT
nuramenta (MSC-PDL), nuMmdonura n3om0BaHuX U3 XymaHe nepudepHe KpBU, PHU YEMY Cy
cBe henujcke nmunauje Tpetupane ca PS-MP/NP y nBe konteHTparuje. In Vitro ekcriepuMeHTH y
KojuMa je ucrnurtana wHrepakunuja usmelhy PS-MP/NP u xymanux henuja, cy cripoBeieHH y
KOHTPOJIMCAHUM J1a0OpaTOPUjCKUM YCJIOBHMA TJ/ie j€ HU3J0XKEHOCT APYTUM HCTOBPEMEHUM
cTpecopuMa cBeieH Ha MuHMMYM. Kopumrhene cy konnentpanuje PS-MP/NP koje ce mory
cMmarpatu ekotokcukosomku peneBantHuM (0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml), o63upom nma cy
U3MepeHe Yy JioKaljama CBeTCKuX okeaHa. OBaj MHpHCTYyD W CHPOBOhEmE aKyTHHUX
eKCIieprMeHara, MICHTU(PHUKOBAO je HajyrpoxkeHuje henmjcke CTpyKType yKibydyjyhu Monekysn
JIHK, u tume mokasao jeman o mexanusama Tokcuunoctd PS-MP/NP. Tlpumenom TEM, y
OBOM pajy je Takole, mo mpBH MMyT Moka3aHa nenerpanuja PS yectuna y henujama cucapa u u
aKyMmyJangja y €HIO30MCKMM Besukyinama (®urypa 17, ®urypa 33), mro a0AaTHO
pacBeTbaBa MEXaHHM3aM HHUXOBOT T€HOTOKCHYHOT M IIMTOTOKCHYHOT [IENOBama, OJHOCHO
yKazyje Ha Moryhe IUpeKTHO MITETHO JI¢jCTBO MOJUCTUPEHCKE TIACTUKE Ha JbYJICKO 37PaBJbeE.

MonuctupeH

Ancopnuuja, LiutoTokcuuyHocT | MeHOTOKCHMYHOCT
TKUBHa

akymynauuja

MUKpO-yecTuua HaHo-4yecTULA »
200 nm 40 nm
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®urypa 33. UcnuTuBame GHOTOKCHYHOCTH MOJMCTHPEHCKUX MHKPO- H HAHO-YeCTHIA iN VIVO
u in vitro.

PS vectune kopumrheHe y ucrpaxkuBamy Cy u3abpaHe Ha OCHOBY Pa3IMUMTHX IapameTapa Kao
MTO Cy. BEIMYMHA, (HE)TOKCHYHOCT (QUIYOpPECICHTHE O00je, HHEPTHOCT Yy OJHOCY Ha
OMOMaKpOMOJIEKYJIE U APyre Maje MOJeKyse, MOryhHOCT nHTepHanu3aiuje y henuje. 13 Tor
pasnora uzabpane cy [nvitrogen's Fluorophores®. IlpousBohau je 00€30e1M0 TEXHHUKY
nokymeHTanujy (uadopmarje o npoussoay, MP 05001, uzname u3 2004. u peBUIHUpaHO
2005.) xoja motBphyje momobHOCT omabpanux PS uectuiia Ha ocHOBY Beh HaBeneHUX
napamerapa. Cnenuduyuna MeToaa ooenexaBama YeCTUIIa MoApa3syMeBa Jia je GyopeciieHTHa
00ja yrpahena y mukpocdepe, a HHje 3aKkaueHa 3a BUXOBY MOBPIIMHY. Y TOM CMUITY, Moryha
TOKCHYHOCT 00je MOXKE Ce CMaTpaTH MUHHUMAIIHOM, aKo je yomnmTe W uma. [Ipema ymyTcTBY
npousBohaua omgaOpane kapOokcui moaudukoBaHe PS yecTuiie umajy Ha CBOjOj MOBPUIMHU
BEJIMKY T'YCTHHY KapOOKCHIJIHUX KHCEJIHHA KOje MOryhHOCT Hecnenu(pHUUHUX peakiuja cBOJe
Ha MUHUMYM. MehyTum, momTo mnpousBohau HUje y MOTIHYHOCTH HCKJBY4yHMO MoryhHoct
HecnenuuHux uHTepakuuja, nopenq MTT Ttecra, ypahena je u ananuza henuja y peaaHom
Bpemeny momohy xCelligence cucrema. Ilocnenmwu, He HajMarmbe BakaH Gakrtop y uzdopy PS
YecTHuIa jeé MOryhHOCT HHTepHanu3anuje y hemuje. Y ToM CMHUCIyY, TTOCTOje PaJOBU APYTHX
aytopa koju tBpae 1a PSNP Fluorophores® Bennuune 40nm ynase y hennjy HakOH TpeTMaHa
y Tpajamy ox 4 cata (100), mok muTepHanM3azuja yectuna aujamerpa og 200 nm go 500nm
3axTeBa Tpajarbe TpeTMaHa ayke o1 24 h, HakoH yera ce MOMCTHPEH MOKE e TPETeKHO Hahu
y nmu3030MuMa y HedarouuTHuM henrjama. [Ipennoxkenn MexaHn3aM WHTEpPHAIU3AIH]E Y OBO]
U CIIMYHUM CTy/IMjaMa je eHIOIMTO3a (MMyTEeBU 3aBUCHHU WJIM HE3aBUCHH MTyTEBH O] KJIAPUTHHA).
Cnvuan MexaHusaMm nomumy Pejman um capamuuim (101). /la 6u ce morepauio ga PS-MP
BenuunHe 200 nm yna3ze y henujy KOpUCTUIM CMO TPAHCMHUCHUOHY €JIEKTPOHCKY MUKPOCKOTIH]Y.

[lTo ce Tnue moryhe TokcnunocT 60ja yrpahenux y PS-MP/NP, 3a PS-NP Benuuune 40 nm
kopuithena 6oja je Tekcac npsena (eurs. Texas red), mok je 3a PS-MP Bemumumne 200 nm
kopunthena 6oja FITC. Iloka3zano je ma FITC nHuje Tokcuuna 6oja, mok oxapeheHe cryauje
nokazyjy aa FITC 06oja mokaszyje oxapeheHy TOKCHYHOCT, aJidi y Jo03amMa Koje HajeKo
npeBasmiaze KoHueHTpauujy y Fluorophores®-y. Hcru ayrop Takohe TBpau Aa HE MOCTOje
HpELU3HH TO/IAll O TOKCHYHOCTH 32 Texas red, anu aa je mo3HaTo Jja OHa MOXKe J1a HHTeparyje
ca JPYrHM MaKpOMOJIEKYJIMMa, HApOYMTO TPOTEHMHUMAa M MOTIHYHO WIM JCIUMHYHO
WHAKTUBHpA HUXOBY HaTUBHY QyHKIH]y. O03upoM na cy 6oje 3a obenexaBame yrpahene y
PS-MP/NP, mpema ymyctBuMa mpousBolaua, oHe He uznaze u3 PS uectuia, ma je crtora
KOHLIEHTpaluja CIO0OAHUX MoJeKyna Ooje 3aHpmapsbuBa. C THM y Be3HW, a Ha OCHOBY
JUTEpapHUX TO/aTaka, Maio je BepoBaTHo aa he Texas red yrpahena y PS-NP ox 40 nm 6utn
3Ha4ajHO crocoOHa Ja ce OTHYCTH, CTyHOM Y peakiujy ca MpOoTeMHMMa M M3a30Be
LUTOTOKCUYHOCT KOja MOJKe J]a Ce TIOpeIu ca OHOM Kojy u3a3uBajy camo PS-NP. Cnuuno Tome,
FITC 0oja yrpahena yrpahena y PS-MP Bennuune 200 Nm Temko ce Moxke OcI000IUTH Y
KOHIIEHTPALMj1 Koja OU MoKa3ajia IMTOTOKCUYHOCT yropeauBy ca camum PS-MP.

OO63upoM Ja HE TOCTOje 3HayajHE CTyAMje O TOKCHYHOCTH Texas red, mpouemeHa je
TokcMYHOCT HeoOenexeHux PS-NP ox 40 nm, paau mnopehena ca uurorokcuuHourhy
obenexxenux PS-NP. Tecr je uzBenen Ha cruieHouutuMa mutia, MTT metonom u noOujeHu
pesynaTatu BHjaOwiIHOCTH henmuja cy BeoMa CIMYHU pe3ylTaTuMa KOju Cy J00WjeHH Ha
CIUIeHOIMTHMA TpeTupaHuM obenesxeHuM PS-NP ox 40 nm (®@urypa 34). C tum y Be3m, a 'y
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CKJIaJTy ca JUTePapHUM I0jalliMa, XHI0Te3amMa OBE CTY/IUje M EKIIEPUMEHTATHUM I0/1al[uMa,
JIOIILIO CE JI0 3aKJbyuKa Jia 00je Koje cy mpuMermeHe 3a obenexaBame PS-MP/NP kopumrhennx

y OBOj AMCEPTAIUji, HEMajy CTaTUCTUYKH 3HAYajaH yTUIQ] HA YKyHaH HUTOTOKCHYHH edeKar
PS-MP/NP.
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®urypa 34. MTT-tect. BujabuiHocT criieHoIMTa HakoH TperMana PS-MP/NP obenexxenum Texas
red u FITC 60jom, onHocHO Heobenexenum PS-MP/NP, y tpajamy ox 24 u 72 cara.

Jenan ox HaJUHTPUTaHTHHUJUX Hala3a y OBOj CTYAHjH CY IPOMEHE Yy TTOHAIIalkhy MUIIIEBA HAKOH
npumene PS-MP/NP per 0s. [To3naro je ma PS gectuiie Mory aa mpoapy Kpo3 KpBHO-MOKIaHY
Oapujepy M3a3uBajyhu mpoMeHe y moHamamwy U MOp(dOIIOIIKe TPOMEHE KO/ BaJbKaCTUX 1IPBa
(102), puba (103) u napeu ceuiene 0yoe (104). Akymynamuja duryopecueHTHEX PS vecTuia
on 5 u 20 nm y jerpu, OyOpe3nma M IpeBUMa MHIIIA HAKOH OpaJIHE NMPHMEHE H3a3Bajia je
OKCHIATHBHHU CTpec, mopemehaj eHepreTcke paBHOTEKE U HeypoTokcHuHOCT (105).

VY 0BOj cTyamju, Takohe cy HCIIUTHBAHA OCHOBHHM MEXaHU3MH aHKCHOTEHOI' OJroBopa Ha PS-
MP/NP kox MmysKjaka MHIIEBA, KOjy Cy IOKa3ald CYyIpOTaH OATrOBOP KO KCHKH MHIIIEBA,
HAKOH OpaJHoOr y3uMmama PS uectrna (Purypa 35). Edekar yecTuia miacTiuke je 3aBUCHO O]
10J1a, BEPOBATHO 300T pa3iinke y HUBOMMa XOPMOHA U HEIOCTaTKa (PU3HOIOUIKOT aHKCHOT€HOT
OArOBOpa HAa BUIIM HHBO TecTocTepoHa Koj >xeHku MmuimieBa (106). KonrpaaukropHu u
HEOYEKMBAHH UCXOM NMOHAIIakha MOTY Ce MPUIHCATH CenuprIHOj akyMyaanuju PS yectuma
y TectucuMa Mykjaka. OcuM Tora, 3Ha4yajHa akymynanuja PS-MP/NP y tkuBy Ttectuca
y3pOKOBaJIa je W 3HA4ajaH Maj HHUBOa TectocTepoHa y cepymy (107). Ilpema mperxoaHum
pe3yaTaTiMa Koja yKa3dyjy Ha aHKCHOTE€HH OJIroBOp Ha MoBehaH HHUBO TECTOCTEPOHA KOJ
My)Kjaka IMaroBa, TakaB XxopMoHaiHu mopemehaj (108) moxe OMTH MOCPEIOBaH HUCXOAHOM
perynaiujoM XUIOKAMIIATHUX aHAPOreHUX peuentopa ca nocieandHum mnagom GABA-
eprujckor caapxkaja (109), koju ce MaHu(pecTyje Kao aHKCHOJIUTHYKH e(peKaT YHETHX
HAHOYECTHIA KOJ MyXjaka muiieBa. Takolhe, nokaszano je ma xox C. Elegans uznarame PS
JecTuiiama JoBoau 1o omrehera GABAeprudHux u XonuHepruikux Heypona (110).
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®urypa 35. YecTnue NoJIMCTHPEHA YTHYY HA HIBO AHKCHO3HOCTH KO/ MHUILIEBA.

JlonatHo oOjanimeme 3a MOJHE pa3iuKke y MOHAllalky TPETHPAaHUX MHIIEBA MOXKe OUTH U
3HayajaH mopemehaj] HUTOKMHCKOr Tpoduia, KOju ce KapakTepuine rnoBehaHMM HHMBOMMA
nporHQIaMaIMjCKIX ITUTOKMHA M UCTOBPEMEHHMM TAJOM aHTUHUH(IAMAIN]CKUX ITMTOKHHA
(41). Tlopemehaj paBHOTEX e MUTOKMHA XHUIIOKAMITyCa y CKJIaay je Ce ca MPOMEHOM MapKepa
armonTo3e, Kao IITo je panuje o0jaBibeno (41). Jlakie npomyxeru yanoc PS-MP/NP mpahen je
noBehameM pejaTUBHE eKCIPECH]je TPO-allONTOTHYKUX I'eHa U CMambeHOM €KCIIPECHjOM aHTHU-
amoONTOTHYKMX Mapkepa. Y OBOj CTyAHjH, NpO-amonToTuyko maejctBo PS-MP/NP 'y
XUTIOKaMITAJTHOM TKUBY je Takohe mpaheHo 3HayajHUM MajoM pejaTUBHE T€HCKE EKCIpecHje
BDNF kon >keHKH MHUIIIEBa, IIITO OArOBapa HeraTUBHO] Kojepanuju udmel)y amontoze u BDNF
y Heyponuma ctujaryma (111). IlltaBuie, yodueHe MpOMEHE Yy IUTOKHHHMA XHIIOKaMITyca
Moryhe na cy y3pokoBaie cmamere BDNF y rieHTpamTHoM HEpBHOM CHUCTEMY, TIOIITO j€ paHH]e
o0jaBspeno aa IL-6 u TNF-oa cmamyjy HuBoe BDNF y B-amunmonaroM mojeny AlixajMepoBe
oomectr (111,112). Ilag penaruBHe ekcrnpecHje reHa xunokammnannor BDNF-a mokmomnuo ce
cmamereM GABA-A penenTopa y XUIIOKaMITyCy KE€HKH MHIIIEBA. Y OU€HU OJroBop Ha PS-
MP/NP y Buny cumwkene ekcrpecuje GABA-A perenropa je y CKiIamay ca IPETXOIHHUM
CTynMjaMa y Kojuma je mokasano jaa je BDNF Heomxoman 3a mpaBujaH pa3BOj M OICTaHAK
GABAepruukux Heypona (113), kao u 1a je GABAeprudHu CUHCTEM y MO3TY PETyJIMCAH ITyTEM
BDNF/Tropomyosin-related kinase B (114). Crora, cmameHa pejaTHBHA €KCIpecHja TeHa
GABA-AR y xumokaMiycy MOXXe€ IOCPEIOBaTH y YOYEHOM aHKCHOT'€HOM OATOBOPY Ha
npoayxern ynoc PS-MP/NP jep akruBanmja GABAeprujckor cucrema, npeko (yriaBHOM)
nocrcuHanntuykux GABA-A penentopa, JOBOAM 10 HWHXUOUIMOHUX MOCTCHUHAIITHYKHX
norernrjana (115) y xunokammycy (116) u mocieauyHO yTHYe HA HHUBO AHKCHO3HOCTH
(117,118).

Konauno, uznoxenoct PS-MP/NP moske 1a n3a30Be OKCHIATHBHH CTPEC, IITO MOKE JOBECTH
no omrehema henuja u nmosehane oceTsbMBOCTH Ha pa3Boj HeypoHckuX nopemehaja. [lopen
TOra MOXe JONHM 10 MHXUOMIIMje alleTUIIXOJIMHECTepas3e U MpOMEeHe HUBOA HEYPOTpaHCMUTEPa
HITO JIONPUHOCH MpomeHaMa y noHamamy (119). JKene ca nmoBuiieHnM (ranatuMa y ypuHy
(koju ce yriaaBHOM KOpHUCTe Kao miacTudukatopH), umajy Behy BepoBaTHohy na pasBujy
nocrrnopohajuy nempecujy (120). Jleua uunje cy majke Takohe uzioxeHe (rajsaTHMa TOKOM
TpyaHohe umajy Behy BepoBaTHOhY 3a yCIIOpeH MEHTAJIHH U MOTOPHH Pa3BOj U MPOMEHE
noHamama (121). J[lewaum Kkoju cCy mnpeHatamHO u3NokeHH Ouchenomy-A (BPA),
MHIyCTPHjCKO] XEMUKAJIM]H KOja ce KOPUCTHJIIA 32 MpaBJbekhe ojpel)eHe miacTuke, umajy Behy
BEepOBaTHONY Jia pa3BHjy CUMIITOME aHKCHO3HOCTH | Aenpecuje (122). ¥V in vitro ycnosuma, u
MYIIKA U JKEHCKH KOPTHUKAJIHM HEYPOHHU (MUILHUJU, MALOBCKU U JbYJCKH) OCET/BHBH Cy Ha
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nejctBo Ooucdenona-A (BPA), mehyTum, jxeHCKH Cy MOJUIOKHHU]H TOKCUYHOCTH XEMHUKAIU]E
(123). V oBoj cTyamju, y y30pLHMMa XHIIOKaMITyca )KEHKH MHIIeBa Tpetupanux ca PS-MP/NP
npumeheno je cmameme ekcnpecuje Tgf-f peuentopa u Bel2 rena u nosehana ekcripecuja rena
Bax u NIrp3, mto yka3syje Ha mpo-anonToTuuku ¥ npo-uHpiamaropuu edexat PS-MP/NP. Ako
ce OBMM pe3yiTaThMa J0ja CMameHa reHcka ekcrnpecuja Bdnf u Gaba, mociemuiia oBux
MPOMEHA y EKCIPECU]jU F'eHA MOXKE OMTH aHKCHO3HOCT KOjy Cy TECTOBH IMOHAIAhA TIOTBP,IHJIH.

Pesynratu noOujeHH y OBOj JOKTOPCKO] AMCEpTAIMju OM TpeOaso CHa)XXHO Ja MOTHUBHIILY
Oyayha wucrpakmBama Koja OM ce OaBWiIa 3alITHTOM JKUBOTHE CpelnMHE OJ 3arahema
mwiactukoM. Hawmme, motpeOHO je jacHO aeduHHMcaTH Kako 3arajeme IJIACTHKOM MeHha
¢byHkyjy henuja, TKMBa U OpraHa U MOCIEAUYHO YTHYE HA 3/1paBJbe JbYAU KPO3 CHCTEMATCKO
nepunucame 0ONWKa, BENWYHMHE, KOHIEHTpalWje, Iy)KUHE u3jarambha W JIpyTHUX
kapakrepuctuka MP/NP. OBa ctyauja, Takole, maummpa HoBa in Vitro u in vivo uctpaxuBama,
Ha eKCIUIAaHTUMA TKHBA, OPTraHOWANMA U JIPYTHM JKHBOTHECKAM MOJEIMMA, Ca IHJBEM J1a Ce
jacHo JeuHUIIE MEXaHH3aM KOjH Ce Halla3u y OCHOBH mTeTHUX eekara PS-MP/NP. O63upom
Jla je Yy OBOj JIUCEpTaIlMju TMOKa3aHO Ja TMOCTOJU paszInuuTa OCET/BUBOCT HA H305KEHOCT
gyecturiama PS m3mel)y jeMHKHM MyIIKOT M JKEHCKOT T10JIa, OBa CTYHMja HAaBOJIW Ha JleTaJbHA
WCTIIMTHBAamka CI0KEHE Be3e N3Mel)y eKOJIONIKOT M HHTPALIETyJIapHOT 3aral)ema IIacTUKOM, Kao
Y HUXOBOT YTHIaja Ha HACTAHAK ITETHUX TCHETCKUX, eMMMTEHETCKUX U MPOMEHA Y TIOHAIIakbY
Mmel)y Bpcrama. KoHayHO, TpuKa3zaHU pe3ynTaTd JOJATHO MOJCTHYY JeTaJbHEe EKOJOMIKE U
eTMHUIEMHUOJIONIKE CTYHj€ O aKyTHO] M XPOHUYHO] U3JI0KCHOCTH JbYAN PA3THUUTHM YeCTHIIaMa
TUTACTHKE.

6. BAK/bYYAK

e Oga cryauja je MOTBpIHIA XUIIOTE3Y O HUTOTOKCHYHOM epekry PS-MP/MP. Kopunihenn
tectoBH (MTT-tect, anamu3a hemuja y peannom Bpemeny (RTC), Annexin V-Pl) 3a
oJpehrBame HUTOTOKCUYHOCTH Cy JIaJli OYEKHBaHE pe3yJiTaTe TecTupameM henuja koje cy
Ouse U3JI0’)KeHe TPEeTMaHy HaHOIUIACTUKOM y oapeheHoM BpemeHy (24 u 72 cara) y obe
konnenrpanuje 0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml u 06e Benuuuue od 40 u 200nm.

e Kopumhemem Komer tecra u TUNEL eceja notBpheno je omrehene IHK nejctBom PS-
MP/MP, naume o6e kounentparmje PS-MP/NP (0,01 mg/ml u 0,1 mg/ml) 3nauajuo cy
nosehane GDI y hennjama mumesa kao u xymanum henujama (p < 0,001) Hakon u3narama
y Tpajamy ox 24 carta, oqHocHo nosehad je crenen gpparmentanuje JJHK y o6e Tpetupane
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rpyne ( keHke W Myxjauu MmumeBa Tperupanu PS-MP/NP umajy Bume TUNEL
MO3UTHUBHUX henrja Hero HeTpeTupaHe KUBOTUEHE HUCTOT Tojla. Hanme, sxeHKe U MyXkjanu
mumeBa tperupanun PS-MP/NP  umajy Bume TUNEL mnosutuBHux henwmja Hero
HETpETHpaHE KUBOTUEHE UCTOT I0JIA.

[TomucTupeHcke YecTrIle MMajy CIIoCOOHOCT MPOIUpaka U aKyMyJIalije Y TKUBIMa MHIIIA.
KondoxanHom Mukpockonujom mnoTBpheHa je akymynanuja PS-MP/MP y TkuBuma
MHUILIeBa KOju cy Tpetupanu per 0S PS-MP/NP. Akymynanuja je moTBpheHa y jejyHymy,
I[PBEHO] W O€JI0] IyJNM CJIe3WHE, TECTHCHMA, Ka0 M aKyMyJlalldjy W arperammjy y
CeH30pHMM henmjama ca JUTaydiiamMa YHYTpamlmker yxa. [paHCMHCHOHA eNEeKTPOHCKa
MHUKPOCKONIHja je moTBpAwWia uHTepHanm3anujy PS-MP  Bemmumae ox 200nm y
KOMEpIIMjaJiHe Me3eHXMMaJHe MaThuHe henuje m3osnoBane u3 komrtaHe cpxxu C57BL/6
MUIIIEBA.

Ob0e mnpumemeHe KoHIEHTpanuje PS dyectuna 3HaYajHO Cy yTHIAde Ha CTENeH
AHKCHMO3HOCTH KOJI JKEHKHM MHILIEBa, IITO je YTBpHeHO KopulIhemeM TUPEKTHHUX
uHaukaropa ankcuosHoctd YB3I[ u BYI3. Takohe cy moTBpheHe moiHe pasiuke y
MOHAIlIaky TPETHPAHUX MHILIEBA y3pOKOBaHe MopeMehajeM HUTOKUHCKOT Mpoduiia, Koju
ce KapakTepuIlne moBehaHuM HUBOMMA MPOMMQIaMaTOPHUX MUTOKWHA U UCTOBPEMEHUM
Ma/I0OM aHTUUH(IAMATOPHUX [TUTOKWHA.
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roguae y Kparyjesiy. 3aBpimia je ocHOBHY mikony ,,Mwuinytun u paruma Togoposuh™ y
Kparyjesiy, cpeamy MEAMIUHCKY IIKOIY-OMIITH cMep ,,Cectpe Hunkosuh® y Kparyjesuy. Ha
[Ipuponno wmarematuykoM ¢akynTery YHuBep3uTera y KparyjeBiy- oJcek Xemuja,
murutomupana je 09.04.2009 roauHe 1 CTEKIIa 3Bamkbe TUTUIOMUPAHN XEMHUYap 32 HCTPAKUBAE
1 Pa3Boj.

JHokropcke akagemcke cryamje je ymucana 2009 rogune Ha @akynreTy MEIUIIMHCKUX HayKa
VuuBepsutera y KparyjeBny, wu30opHo moapydje KrnuHMuka W eKcriepuMeHTaaHa
dapmakosoruja. YCMeHHU TOKTOPCKU UCTHT je rmosioxkmia 28.01.2014. rogune ca onieHom 8. Oxt
21.10.2009. rogusre je 3anocneHa Ha DakyaTeTy MEIUIIMHCKUX HayKa Kao BUIIH JJAOOPAHT HA
Karenpu 3a reneruky. Ha ®@akynrety menunuHckux Hayka y Kparyjesiy 3aBpiiniia je o0yky
3a CaBeTHHKa 3a XeMHUKajHje. YKJbyueHa je y HayYHO HCTPaKMBA4YKH paa Ha Daxkynrery
MEIUIIMHCKUX Hayka y KparyjeBiry.
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O6pazarr 1

N3JABA AYTOPA O OPUTMHAJIHOCTU JOKTOPCKE JUCEPTAILIUJE

U3jaBibyjeM Ja TOKTOpPCKA JUcepTalyja Mo HacIOBOM:

In vivo ¥ in vitro UCOIUTHBAaba OMOTOKCUYHOCTH ITOIUCTUPEHCKUX MUKPO- U HAHOYECTHIIA

MPEICTaB/ba OPUTHHAIIHO ayTOPCKO JICJIO HACTAJI0 Ka0 Pe3y/TaT CONMCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT
pana.

OBoM u3jaBoM Takole norsphyjem:
e Jla caM jeUHH ayTop HaBeJleHe JOKTOPCKE AMCepTalyje,

e J1a y HaBeJIeHO] JOKTOPCKO]j TUCEPTAllMj1 HICAM H3BPIIHO/Ia MOBPEIY ayTOPCKOT HUTH
JpYTOr MpaBa UHTEJEKTyallHe CBOJUHE IPYIHX JIMLIA,

Y Kparyjesiy 27.05.2022, roqune,

%/Qfo// L/Z a%,c// q/r/

HOTIHC gvTODa \/

67



O6pa3ar 2

N3JABA AYTOPA O UICTOBETHOCTU IITAMIIAHE U EJIEKTPOHCKE BEP3UJE
JOKTOPCKE NVCEPTAILINIE

W3jaBibyjeM na cy mTaMIlaHa U eeKTPOHCKA Bep3Huja JOKTOPCKE TUCEPTaIrje MO/
HaCJIOBOM:

__In vivo ¥ in vitro HICOUTHBaKka OMOTOKCHYHOCTH IOJIUCTHPCHCKHUX MHUKPO- 1 HAHOYCCTHIIA

HCTOBCTHC.

VY Kparyjesiy 27.05.2022 ronune,

7%/5 UJZu/i [) é?f//(/j//r,

[IOTIIHC AVTODA ¥

68



Obpa3zarn 3

N3JABA AYTOPA O HCKOPUIITRABABY TOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

Ja, Cannpa Hukonuh

J03BOJbaBaM

HE 103BOJbaBaM

VYHuBep3uterckoj Oubnuorenu y Kparyjesiy a HaUMHM J[Ba TpajHa YMHOKEHA MpUMeEpPKa y

€JIEKTPOHCKO] (GOPMHU TOKTOPCKE AUCEPTAIN]€ MO HACIIOBOM:

In vivo u in vitro uCiuTHBama OMOTOKCUYHOCTH MOJTMCTHPEHCKUX MUKPO- HHAHOUYECTHUIIA

U TO y LIETUHU, Ka0 U J1a 10 jeJlaH MPUMEpPaK TaKo YMHOXKEHE IOKTOPCKE AUCEPTallHje YIHHU
TPajHO JOCTYIHHUM JABHOCTH IMyTEM JUTHUTAIHOT PEMO3UTOpUjyMa Y HUBEP3UTETA Y

KparyjeBiy u ieHTpa HOr Perno3uTOprjyMa HaJUIeKHOT MUHUCTAPCTBA, TAKO Ja PUIIaTHULIH
JaBHOCTH MOTY HAQUMHUTHU TpPajHE YMHOXXEHE MPHUMEpPKE y €JIEKTPOHCKO] GhopMU HaBeAeHE

JOKTOPCKE ,Z[HCGpTaI_[I/IjC IMyTeM HpCy3nMama.

OBoMm u3jaBOM Takolhe

JA03BOJbaBaM

1
HEC 103BOJbaBaM
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1YKOIMKO ayTop Imadepe /1a He JI03BOJIM MTPUTIaTHHIIIMA JaBHOCTH JIa TAKO TOCTYIHY JOKTOPCKY JUCEPTaIH]y
KopucTe 1o ycsiosuMa yrephenum jenHom ox Crea(ive Commons JIMIeHIIH, To He HckIbydyje paBo

npunagHruKa
MIPUMAIHUIIIMA JABHOCTH JIa TaKO JOCTYIHY JOKTOPCKY IUCEPTaIlM]y KOPUCTE MO YCIOBUMA

yrBphenum jenHom on cieaehux Creative Commons JIMIIEHITH:

1) AyropcTBo

2) AYyTOpCTBO - JIEUTH MO HCTUM YCIOBUMA

3) AyTtopcTBo - 6e3 npepana

4) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]AITHO

5) AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aITHO - JCTUTH Ol HCTUM YCIIOBUMA

6) AyTOopcTBO - HEKOMEPILHjaJIHO - €3 mpepaaa

VY Kparyjesmy 27.05.2022, ronune,

T )
Jerorl Covgpa

TTOTITIUC agvTOnAa

2 Monmmmo ayTope KOju Cy W3a0paid jaa J03BOJIe NPHUIAIHHMIMMA JaBHOCTH Ja Tako JOCTYNHY JOKTOPCKY
JycepTanyjy Koprcte rnoj yciosnma yrepherum jennom of Creative COTTOm' JINLeHIIN na 3aokpysxe jeany
on mnonyhenmx JIMLeHIW. [lerasman canpxaj Haenenux JIMIeHIIM  moctymam je  Ha
http://creativecommons.org.rs/
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